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Uber die Muskelphosphatase. 
Von 
Claudia Knoevenagel. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts Heidelberg.) 


(Eingegangen am 30, April 1940.) 


Der Abbau des Glykogens zu Milchsaure vollzieht sich im Skelett- 
muskel iiber eine Reihe von phosphorylierten Zwischenstufen. Nach 
Parnas’ zerfallt das Glykogen unter Veresterung mit Phosphorsaure 
direkt zu Hexosephosphorsaure, ohne dai Glucose als Zwischenstufe 
auftritt, so daB diese erste Phase des Glykogenzerfalls nach ihm als 
Phosphorolyse bezeichnet werden kann. Der entstandene Ester, welcher 
eine Hexose-1-phosphorsaure ist (Cori-Ester), wird durch die Adenosin- 
triphosphorsaure in Hexosediphosphorsaure (Harden-.Joung-Ester) um- 
, gewandelt, die nun in zwei Mole Triosephosphorsaure zerfallen kann. Da- 
mit ist der Abbau des Glykogens zu Milchsdure an den Zerfall der Adeno- 
sintriphosphorsaure gekoppelt, die eine sogenannte Umphosphorylierung, 
d.h. eine Ubertragung der Phosphorsdiure vom letzten Phosphorsiure- 
ester der Glykolyse — der Phosphobrenztraubensaure — auf das Glykogen 
bewerkstelligt. Dieser Vorgang ist mit den Oxydoreduktionsprozessen ge- 
koppelt. Doch beschrankt sich diese Wirkung der Adenosintriphosphor- 
siure auf eine Phosphorylierung des primar entstehenden Cori-Esters, 
wahrend es bis vor kurzem noch unbekannt war, welche Vorgange zu der 
Veresterung des Glykogens mit anorganischem Phosphat zum Cori-Ester, 
m der eigentlichen Phosphorolyse, fiihren. Nach Cori und Mitarbeitern2 
ist an diesem ProzeB ein eigenes Enzym, die Phosphorylase, beteiligt, die 
nicht nur im Muskel, sondern auch in vielen anderen Organen vorkommt 
und durch einige interessante Eigenschaften ausgezeichnet ist. Anderer- 
seits isolierte Kiessling in neuester Zeit? aus Skelettmuskulatur eine 
Proteinfraktion, welche in einer reversiblen Reaktion Glykogen mit 
anorganischem Phosphat zu Hexose-l-phosphorsiure verestert und 
umgekehrt diesen Ester unter Abspaltung von Phosphorsaéure zu 
Glykogen synthetisieren kann. Zwischen den drei Reaktionsteilnehmern 
Phosphat, Glykogen und Cori-Ester bildet sich ein definiertes Gleich- 
gewicht aus, an dessen Einstellung eigenartigerweise zwei Fermente 
beteiligt sind, von denen das eine Glykogen verestert und das andere 
Hexose-1-phosphorsiure zu Glykogen und anorganischem Phosphat 


hydrolysiert. 


1 I. K, Parnas, Ergebnisse d. Enzymforsch. 6, 79, 1937. 2 G4. T. 
Cori, S. P. Colowick u. C.F. Cori, J. of biol. Chem. 123, 375, 1938; 127, 
71, 1939. 3 W. Kiessling, diese Zeitschr. 302, 50, 1939. 
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Es schien uns aber wichtig, auch an die Méglichkeit der Mitwirk 
einer Phosphatase an der Phosphorolyse des Glykogens zu den! 
Dieses Enzym bewirkt in vitro nur eine Hydrolyse von Phosphorsa 
estern, doch darf man annehmen, daB durch eine Verschiebung 
teaktionsgleichgewichts auch eine Veresterung von Phosphorsaure er- 
folgen kénnte. Dies ist bei anderen Esterasen eine langst bekannt, 
Tatsache und auch fiir die alkalische Phosphatase wurde die Méglichkei 
einer veresternden Wirkung mit dem Glycerin als Substrat bewiesen 
Betrachtet man die Wirkung des oben erwahnten hydrolysierenden 
Enzyms von Kiessling von der Seite der Phosphorsaure her, so haben 
wir es hier mit einer Phosphatase zu tun, obwohl natiirlich die Bedeutung 
dieses Enzyms nicht in der Abspaltung des Phosphats, sondern in det 
Bildung des Glykogens liegt. Als Stiitze fiir die Méglichkeit der Be- 
teiligung einer Phosphatase am Glykogenzerfall kénnte man die Tat 
sache anfithren, daB die primaire Phosphorylierung des Glykogens zum 
Cori-Ester durch Phlorrhizin gehemmt wird, wie Ostern? zeigen konnte 
auch die Phosphorylase wird durch diesen Stoff gehemmt (a. a. 0., 
8.337). Das Phlorrhizin hemmt aber nach Lundsgaard? auch die 
Phosphatase. 

Doch steht der Beteiligung einer Phosphatase an der Phosphorolyse 
des Glykogens bis jetzt die allgemeine Annahme entgegen, da} der 


Muskel praktisch frei von diesem Enzym sein soll, was fiir die Phosphatase 


mit pxu-Optimum im alkalischen Bereich auch annahernd zutrifft. Doch 
ist unseres Wissens nach der Skelettmuskel auf Phosphatase, und zwar 
vor allem auf verschiedene isodyname Phosphatasen bisher nicht ein- 
gehend untersucht worden. Das Ziel dieser Arbeit ist es nun, das nach- 
zuholen. 

Seit neuester Zeit unterscheidet man namlich mehrere isodyname 
Phosphatasen, die durch verschiedene px-Optima, sowie durch ihr 
Verhalten gegeniiber aktivierenden und hemmenden Stoffen charak- 
terisiert sind. Von diesen verschiedenen Enzymen sind besonders zwei 
eingehend untersucht und gut charakterisiert worden, namlich die am 
langsten bekannte Phosphatase mit pu-Optimum im alkalischen Bereich 
und die Phosphoesterase mit dem Optimum bei py etwa 5.5. Auf die 
reiche Literatur wollen wir in diesem Zusammenhang nicht naher 
eingehen. 

Von den verschiedenen Substraten, die zum Nachweis eines <e- 
phosphorylierenden Enzyms verwendet werden kénnen, benutzten wir 
hauptsachlich das Dikaliumsalz der Pheny!phosphorséure und daneben 


1H. D. Kay, Biochem. J. 22, 855, 1928. 2 P. Ostern, Zeitschr. 
physiol. Chem. 251, 258, 19388. 3 FE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 264. 
209, 1933. 1H, D. Kay, a. a. O., und Mae Farlane, Biochem. J. 2%. 
720, 1934. 
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such die sonst besonders haufig verwendeten Substrate x- und 8-Glycerin- 
phosphorsaure. Die vorzugsweise Verwendung der Phenylphosphorsiure 
zum Nachweis der Phosphatase schien uns deshalb besonders wichtig, um 
Prozesse der Muskelglykolyse auszuschalten, die unter Freisetzung von 
Phosphorsaure ablaufen. Bekanntlich kann die Glycerinphosphorsaure 
durch Oxydoreduktion aus Triosephosphorsaure entstehen und es schien 
uns daher wichtig, auch die Méglichkeit auszuschalten, daB Glycerin- 


phosphorsaure tiber eme Dehydrierung schlieBlich in Phosphobrenz- 


traubensaéure iibergeht und auf diese Weise ihre Phosphorsiure ohne 
Beteiligung einer Phosphatase verliert. Das ist durch die Verwendung 
des unphysiologischen Substrats Phenylphosphat erreicht, denn letzteres 
kann nur durch die Wirkung einer Phosphatase in Phosphorsiure und 
Phenol gespalten werden. 

Die Untersuchung der Skelettmuskulatur verschiedener Warm- 
bliitter ergab, daB im Muskel eine Phosphatase mit saurem px-Optimum 
vorkommt und daB daneben auch eine sehr schwach wirksame alkalische 
Phosphoesterase nachgewiesen werden kann. Wegen der bedeutend 
gréBeren Aktivitat der sauren Muskelphosphatase beschaftigten wir uns 
in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich mit dieser. Als Untersuchungs- 
material verwendeten wir hauptsachlich Brei von Skelettmuskulatur 
und verzichteten vorlaufig darauf, das Enzym von den iibrigen Bestand- 
teilen des Muskels abzutrennen. 

Jeder der beiden obenerwihnten Phosphoesterasetypen ist durch 
eine Reihe von Eigenschaften ausgezeichnet und dadurch gegen die 
andere Gruppe abzugrenzen. So ist es z. B. bekannt, daB die Phospho- 
esterasen mit saurem py-Optimum sich durch das Fehlen der Magnesium- 
aktivierung! und der Hemmbarkeit durch Sulfhydrylkérper? von den 
Enzymen mit Optimum im alkalischen Bereich unterscheiden. Dagegen 
ist fiir die sauren Phosphatasen eine mehr oder weniger starke Fluorid- 
hemmung charakteristisch. 

Unsere ersten Versuche hatten daher eine Charakterisierung der 
Muskelphosphatase zum Ziel. Wir fiihrten zuerst eine Bestimmung der 
pu-Aktivitatskurve dieses neuen Ferments durch, wobei wir aufer 
Phenylphosphat auch §-Glycerophosphat als Substrat verwendeten, 
da bei manchen sauren Phosphatasen kleine Unterschiede im py-Opti- 
mum beider Substrate beobachtet wurden. In der Tabelle I geben wir 
die bei den verschiedenen pu-Werten erreichten hydrolytischen Spaitun- 
gen in mg P wieder. 

Wie ersichtlich, wird das Phenylphosphat durch die Muskel- 
phosphatase weitaus am starksten gespalten: die Aktivitat der Phospha- 

' H.u. E. Albers, Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 47, 1935; EB. Bamann 
u. EB. Riedel, ebenda 229, 125, 1934; W. Kutscher, ehenda 235, 62, 1935. 

2 W. Kutscker u. A. Worner, ebenda 239. 109. 1936. 
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Tabelle 1*. Muskelbrei von Meerschweinchen. ol 
jure 


Einwirkungsdauer 2 Stunden; 37°. 2.Glve 
Substrat: 5ccm 10% iges Phenylphosphorsaures Kalium. weiche 
4,1 4,9 5,0 3,5 Phospl 

inserel 

Sofort 7 8,07 12,57 13,87 2,5% 1.77 sondert 
Nach 24 Std. 3,96 7,80 11,40 13,40 é 





sind da 
Substrat: 4 ccm 10 %iges /-Glycerophosphat. shaft 





Nebent 
Selbsty 
Sofort 0,85 20 1,45 3, 3.9 p-Best 


Pa 1,93 3,02 3,64 4,12 


wird, 
werder 

In 
sowle ( 
die fet 
nicht 
Ergebr 
Zusam 
Magne: 
alkalis 
werder 


tase wird auch durch langeres Aufbewahren (24 Stunden) nicht merklich 
geschadigt, wahrend die glykolytischen Prozesse innerhalb dieser Zeit 
natiirlich véllig zum Stillstand gekommen sind. Das py-Optimum des 


Enzyms liegt bei px 5,3 bis 5,5, und zwar gleichartig fiir beide Substrat: 


Im wasserigen Muskelextrakt, den wir natiirlich auch untersuchten 
fanden wir einen voOllig gleichartigen Verlauf der Aktivitatskurve. 
Die Aktivierbarkeit durch Magnesiumionen ist eine besonders 
charakteristische Eigenschaft der alkalischen Phosphoesterasen!. Bei den 
Enzymen mit saurem px-Optimum fehlt sie ganz allgemein (vgl. 8.339 
Auch unser Enzym macht davon keine Ausnahme, wenigstens in bezug 


auf die Phenylphosphatspaltung. 
So wer 


der tie 
wahret 


Die wiedergegebenen Versuche zeigen eindeutig, daB die fermen- 
tative Hydrolyse von Phenylphosphat und von «-Glycerophosphat 


geringe 
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Tabelle I]. Muskelbrei von Meerschweinchen. 
Substrate: A 5eem 10° iges Phenylphosphat, B 2cecem 20 
B-Glycerophosphat, beides 1 Stunde bei 37° und py 5,6. sehr s 
Dauer 
zentrat 





Mg-Konzentration - m 50 m/200 m/300 


i 6.52 Ae 4: 6,51 09 dann | 
B 1,59 2,1 1,80 7 
im An 


Vergleich verschiedener Substrate an dem gleichen Muskelbrei: Dauer 





m/50 Mg Annah 
aussch 
pe OW ines Dhaene i ” : 
ee SS eee Seana 6.60 6.81 der A 
5eem 10 %iges x-Glycerophosphat 9°97 
2,5cem 20 %iges $-Glycerophosphat 1,16 2.99 alten 1 


* Alle Werte dieser und der folgenden Tabellen bedeuten mg P, ab ae 
gespalten aus dem Substrat durch 3 g Muskelbrei nach Abzug des jeweiliger E. Ban 
Leerwertes. arbeite 

1 H. Erdtmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 211, 231, 1928; EF. Bu Paris 1 
mann, Ergebnisse d. Enzymforsch. 7, 46, 1938. Physio 
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lurch Mg nicht aktiviert wird. Auffallenderweise finden wir bei 
j-Glycerophosphat eine deutliche Aktivierung der Hydrolyse. Ab- 
weichend von den bisherigen Beobachtungen tiber die Aktivierung der 
Phosphoesterasen durch Magnesiumionen ist aber die Tatsache, daB in 
mserem Falle die Aktivierung kein eindeutiges Optimum besitzt, 
sondern mit zunehmender Magnesiumkonzentration starker wird. Wir 
sind daher nicht sicher, ob es sich hier um eine fermentchemische Eigen- 
schaft der sauren Muskelphosphatase handelt, oder ob irgendwelche 
Nebenreaktionen eine Aktivierung der Phosphatase vortauschen. 
Selbstverstandlich tiberzeugten wir uns davon, dai} die kolorimetrische 
P-Bestimmung durch Mg in unserer Versuchsanordnung nicht beeinfluBt 
wird, ebensowenig durch das bei der Phenylphosphathydrolyse frei 
werdende Phenol. 

In gleicher Weise wurde auch die Skelettmuskulatur vom Kaninchen 
sowie der Herzmuskel vom Rind untersucht. In beiden Fallen wurde 
die fermentative Hydrolyse von Phenylphosphat durch Magnesium 
nicht aktiviert, wahrend beziiglich der beiden anderen Substrate die 
Ergebnisse nicht eindeutig waren. Allerdings wollen wir in diesem 
Zusammenhang darauf hinweisen, daB auch bei der Untersuchung der 
Magnesiumaktivierung am klassischen Objekt, der Phosphoesterase mit 
alkalischem px-Optimum, manchmal sehr wechselnde Ergebnisse erzielt 
werden, die auf verschiedene Ursachen zuriickgefiihrt werden konnten. 
So werden nach Bamann und Mitarbeitern ! (a.a.O., 8.340) die Lyoanteile 
der tierischen Organphosphatasen durch Mg-Ionen sehr stark aktiviert, 
wihrend die Desmoanteile der gleichen Organfermente wesentlich 
veringer beeinfluBt werden. Andererseits haben (. Cattaneo und Mit- 
arbeiter? gezeigt, da die Mg-Aktivierung der alkalischen Phosphatasen 
sehr stark von der Fermentkonzentration sowie von der zeitlichen 
Dauer der Einwirkung des Enzyms abhangt. Mit zunehmender Kon- 
zentration des Ferments wird die Aktivierung immer kleiner und wird 
dann bei groBen Fermentmengen fast unmefbar. Andererseits ist sie 
im Anfangsstadium der Hydrolyse sehr klein und nimmt mit langerer 
Dauer derselben stark zu. Diese Erscheinungen werden durch die 
Annahme erklart, daB das Mg eine Selbstinaktivierung des Ferments 
ausschaltet. Roche® fand bei der Knochenphosphatase Unterschiede in 
der Aktivierbarkeit zwischen Fermentpraparaten aus Knochen von 
alten und von jungen Tieren. 


' E, Bamann u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 175, 1934; 
E. Bamann u. W. Salzer, Ber. 70, 1263, 1937. 2 ©, Cattaneo u. Mit- 
arbeiter, Enzymologia 2, 17, 1937. > J. Roche, Bull. Soe. chim. biol. 
Paris 19, 1314, 1937; C. r. Soe. Biol. 125, 1064, 1937; zit. nach Ber. ges. 
Physiol. 106, 141, 1938 und 104, 285, 1938. 
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Unter den die Fermentwirkung hemmenden Einfliissen sind 


Prozesse fiir die Phosphatasen besonders charakteristisch und hi 

untersucht: die Hemmung durch die Sulfhydrylkérper (vgl. S. 339 
welche sich hauptsachlich auf die alkalischen Phosphatasen beschrankt 
und diejenige durch Fluorid, ein charakteristisches Merkmal der savire) 
Phosphatasen. In einem orientierenden Versuch iiberzeugten wir wns 
davon, daB auch die saure Muskelphosphatase durch Cystein nich 
gehemmt wird. Dagegen haben wir die fiir die sauren Phosphatasey 


charakteristische Hemmung durch Fluorid eingehend untersucht 
besonders im Hinblick auf die Tatsache, daB auch die Glykolyse des 
Muskels durch Fluorid gehemmt wird. Hier handelt es sich woh! im 
wesentlichen um die Hemmung der Umwandlung der Phosphoglycerin 
siiure in Phosphobrenztraubensaure!, nicht dagegen um eine Hemmuny 
der Abspaltung von Phosphat. Immerhin ist die Cbereinstimmung im 
Verhalten beider Prozesse, der fermentativen Dephosphorylierung wi 
des obenerwaihnten Teilprozesses der Glykolyse, gegeniiber Fluorid 
auffallend und verleitet dazu, hier nach gemeinsamen Zusammenhangen 
zu suchen. Daher kommt dem Verhalten der sauren Muskelphosphatas 
gegeniiber Fluorid besonderes Interesse zu. 

In der Tabelle III bringen wir eine Zusammenstellung der mit 
Meerschweinchenmuskulatur ausgefiihrten Versuche. Wir verwendeten 
neben Phenylphosphat auch noch die beiden Glycerophosphate als 
Substrat, wobei als Nebenbefund die Tatsache vermerkt sei, dai das 
a-Glycerophosphat wesentlich starker gespalten wird als der /-Estet 
Im allgemeinen spalten die meisten Phosphoesterasen das f-Glycero. 
phosphat starker, doch gibt es auch Beispiele fiir das umgekehrte Ver 
halten, wie z. B. die Erythrocytenphosphatase?. Die Konzentration 
von Fluorid im Versuch betrug m /50; sie wurde gewahlt, weil bei anderen 
sauren Phosphatasen (vgl. 8.339) unter diesen Bedingungen dis 
starkste Hemmung eintrat. 

Wie ersichtlich, wird die Muskelphosphatase wie die anderen 
sauren Phosphoesterasen durch Fluorid gehemmt, doch ist die Hem 
mung der «- und £-Glycerophosphathydrolyse schwacher als z. 
bei der Prostataphosphatase. Besonders auffallend ist aber die 
Tatsache, dais die Hemmung bei den einzelnen Substraten  ver- 
schieden stark ausfallt. Die Hydrolyse des $-Glycerophosphats wird 
regelmaBig am starksten gehemmt (GréBe der Hemmung etwa 24 bis 
42°.) wahrend die Hemmung der Phenylphosphatspaltung nur schwac! 
ist. Beriicksichtigt man noch, daB wir mit einer Fehlerbreite von etwa 


' K, Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934; siehe au 
G. Embden u. H. J. Deuticke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 50, 1934 
2 J. Roche, Bull. Soc. chim. biol. Paris 18, 841, 1931. 
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Tabelle III. Muskelbrei von Meerschweinchen. 


Versuchsansatz siehe methodischer Teil. 





= 


ersuch Substrat m 50 Nal °, Hemmung 


| Phenylphosphat ............ 5,90) 5,71 3,2 
1 x-Glycerophosphat ......... 4,60 3,88 15,6 
| /-Glycerophosphat.......... 2,70 1,78 34,0 
| Phenylphosphat ......... ah 4,38 3,32 24,2 
2 a-Glycerophosphat ......... 4,10 2,79 32,0 
| p-Glycerophosphat 1,94 1,13 41,7 
| Phenylphosphat ...... Son 6,00 5,25 EA 
3 a-Glycerophosphat ...... 1,45 0.95 34,5 
| -Glycerophosphat ......... 1,35 1,02 24,4 
| Phenylphosphat ............ 3,75 2,97 20.8 
4 «-Glycerophosphat ......... 3,50 3c 8,0 
| $-Glycerophosphat 2,16 1,60 5,9 
r {| Phenylphosphat ............ 6.39 5,89 7.8 
: | «-Glycerophosphat ......... 5,01 3,68 26,0 
a4 2-Glycerophosphat ......... 4,61 3.77 18,2 
| £-Glycerophosphat ......... 2,53 1,55 38,8 
- | 2-Glycerophosphat ......... 5,40 4,30 20.4 
' | #-Glycerophosphat ......... 2,82 2,01 28,7 
8 Phenylphosphat ........ ~ 6.49 5,77 11,0 
9 Phenylphosphat ............ 7,04 6,75 4.5 


10°, rechnen miissen, so bleibt die Hemmung der Phenylphosphat- 
hydrolyse in fiinf Versuchen von sieben entweder darunter oder gerade 
an dieser Grenze. DaBb im Muskelbrei die Phenyvlphosphathydrolyse 
iiberhaupt gehemmt wird, kann man daher nur aus der Tatsache folgern, 
daB der Fluoridwert regelmabig unter dem Vergleichswert der fermen- 
tativen Spaltung lag und in einigen wenigen Versuchen eine Hemmung 
von etwa 20°, zeigte. Die demgegeniiber betrachtliche Hemmung der 
Hydrolyse der Glycerophosphate mu aber ebenfalls eine Eigenschaft 
des dephosphorylierenden Enzyms sein und kann nicht auf eine Mit- 
beteiligung glykolytischer Prozesse bezogen werden, da sie auch im 
gealterten Muskelbrei vorhanden ist (Versuch 4, 2 Tage alter Muskel- 
brei, und Tabelle V). 

AnschlieBend untersuchten wir die Phosphatase in der Muskulatur 
einiger anderer Tiere und fanden im wesentlichen gleichartige Ver- 
haltnisse wie beim Meerschweinchenmuskel. Hervorgehoben sei, dah 
die Fluoridhemmung der Hydrolyse von x- und f-Glycerophosphat 
beim Rindermuskel und beim Froschmuskel am starksten ist. Hingegen 
scheint die Rindermuskulatur unter den Warmbliitern am wenigsten 
Phosphatase zu enthalten (vgl. auch Tabelle V). 

Besonderes Interesse beansprucht ein Vergleich der Skelettmusku- 
latur mit der Herzmuskulatur in bezug auf ihre dephosphorylierenden 





| 
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Tabelle lV. 





Substrat - 50 NaF | % Hemn 


Phenylphosphat 5,04 3,56 29.3 

Kaninchen ,  «-Glycerophosphat 1,56 1,33 14,7 

B-Glycerophosphat 0,78 0,78 0,0 
Phenylphosphat 3,99 3,14 

Kaninchen x-Gly cerophosphat 4,66 3,86 
p-Glycerophosphat 1,82 0,81 
Phenylphosphat 5,06 4,20 

Mensch (Psoas) .. a-Glycerophosphat 4,82 3,75 
p-Glycerophosphat 2,18 1,85 
Phenylphosphat 3,65 3,06 

Rind a-Glycerophosphat 1,05 0,39 
B-Glycerophosphat 1,00 0,00 100.0 
Pheny!phosphat 4,37 3,52 19,5 

Frosch a-Glycerophosphat 1,29 0,51 60,5 
§-Glycerophosphat 1,38 0,10 93,0 


Fahigkeiten, im Zusammenhang mit der Tatsache, daB beziiglich der 
Stoffwechselvorgange trotz weitgehender Ubereinstimmung im Grund- 
sitzlichen einige Unterschiede zwischen diesen beiden Muskulaturen 
gefunden wurden, wie besonders Ochoa! und Deuticke2 nachgewiesen 
haben. Wir fiihrten diesen Vergleich von Herz- und Skelettmuskulatur 
beim Rind durch, da wir hier ausreichend Material zur Verfiigung 
hatten, und geben in der Tabelle V das Ergebnis wieder. 


Tabelle V. Brei von Skelettmuskel und von Herzmuskel vom Rind. 
Im ersten und im zweiten Versuch wurde der gleiche Muskel sofort bzw. 
nach 3 Tagen Stehen im Eisschrank verwendet. 





| Frisch Gealtert 
Substrat Se Pct IS Se Se ae oe LES 
m/50 NaF % - m50 NaF 


rr Pheny!phosphat 2,73 2,00 26,8 1,78 
pescenn | x-Glycerophosphat , 1,06 0,25 76,5 0,40 
' | B-Glycerophosphat | 0,48 0,01 100,0 0,22 


Phenylphosphat 5,82 0% 31,0 || 6, 4,97 
a-Glycerophosphat | 1,47 07 100,0 | 1,92 0,99 
B-Glycerophosphat | 1,45 ; 100,0 0,73 
Phenylphosphat 6,07 5,25 11,4 
a-Glycerophosphat 2,86 65 + | 77,5 
B-Glycerophosphat | 2,77 WP 68,3 
Phenylphosphat 6,08 Di 25,5 
a-Glycerophosphat — 5,50 5 18,2 
B-Glycerophosphat — 2,50 60,0 


Herz- | 


muskel | 


Herz- { 
muskel | 


Herz- | 


muskel | 


1S. Ochoa, diese Zeitschr. 290, 62, 1937. 2 H. J. Deuticke u 
H. Wagner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 254, 29, 1938. 
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Bei der Durchsicht der vorstehenden Versuche fallt auf, dafB die 
absolute Héhe der Spaltungen aller drei Substrate beim Herzmuskel 
deutlich héher ist als beim Skelettmuskel. Der Herzmuskel ist demnach 
wohl reicher an saurer Phosphatase als der Skelettmuskel, wenn wir 
uns auch dessen bewuBt sind, daB derartige Aussagen iiber den Gehalt 
eines Organs an einem bestimmten Ferment nur mit Vorsicht zu_be- 
werten sind. Doch ist die Kinetik der sauren Phosphatase tibersichtlicher 
als die anderer Fermente und iiberdies sind in unseren Versuchen alle 
Bedingungen beziiglich der optimalen Erfassung des Ferments méglichst 
eingehalten (vgl. 8.339). Abgesehen von diesem Unterschied in der 
Aktivitat sind die Eigenschaften der Phosphoesterase in beiden Muskel- 
arten qualitativ gleichartig. Das oben Gesagte gilt wahrscheinlich 
allgemein fiir alle Warmbliiterarten, da wir auch in der Herzmuskulatur 
des Meerschweinchens in einigen orientierenden Versuchen das gleiche 
fanden. In zwei Versuchen der Tabelle V wurde auBerdem untersucht, 
ob eine Beziehung zwischen der GréBe der Fluoridhemmung und der 
Alterung des Muskelbreies besteht. Wahrend beim Phenylphosphat 
das AusmaB der Hemmung auch im mehrere Tage alten Muskelbrei 
unverandert bleibt, nimmt die Hemmung der Glycerophosphathydrolyse 
mit der Alterung des Breies deutlich ab. Immerhin zeigt auch der 
gealterte Brei noch eine sehr starke Hemmung der Hydrolyse der 
Glycerophosphate durch Fluorid, so daB wohl angenommen werden 
darf, daB die gemessene Hemmung im wesentlichen auf die Phosphatase 
zu beziehen ist und in ihrem AusmaB nicht nennenswert durch andere 
Prozesse mitbestimmt wird. Méglicherweise sind diese Unterschiede 
durch Veranderungen am Eiweifanteil des Ferments infolge auto- 
lytischer Prozesse bedingt. 

Der auffallende Unterschied in der Fluoridhemmbarkeit der 
Hydrolyse des Phenylphosphats im Gegensatz zur Hydrolyse der 
Glycerophosphate veranlaBte uns nachzupriifen, ob es sich hier um 
eine Eigenschaft des Ferments Phosphatase handelt oder ob dieser 
Unterschied durch irgendwelche im Muskelbrei enthaltene Begleitstoffe 
verursacht wird. Hier konnte die Entscheidung leicht durch die Unter- 
suchung einer hochgereinigten Phosphatase, der Prostataphosphatase’, 
herbeigefiihrt werden. Es wurde ein Praparat mit einem Fermentwert 
von etwa 30mg P mg Trockengewicht verwendet, von dem man an- 
nehmen kann, daB es auBer der sauren Phosphoesterase keine anderen 
Fermente und nur relativ sehr wenig inaktive Begleitstoffe enthalt. 

Uberraschenderweis2 tritt der obenerwahnte Unterschied in der 
Fluoridhemmung der Hydrolyse der Substrate Phenylphosphat und 
Glycerophosphat bei dem hochgereinigten Enzym der Prostata noch 


1 W. Kutscher u. J. Pany, Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 169, 1938. 
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deutlicher in Erscheinung. Wieder bleibt die Hemmung der Phe; beide 
phosphathydrolyse innerhalb der Fehlergrenzen, waihrend die Spaltun, Im a 
der Glycerophosphate durch m/50 NaF vollstandig gehemmt wird strats 
Hatten wir zur Untersuchung nur ein Substrat verwendet, so hatte die d 
wir, je nach dem benutzten Substrat, sowohl zu der Aussage komme stelle 


Tabelle VI. Prostataphosphatase. 
Die Substratkonzentration ist doppelt so hoch wie in den_ bisheri 


Versuchen, 





Substrat m/50NaF § °% Hemmung 


Phenylphosphat sot 7,60 9,0 

a-Glycerophosphat 4, 0,0 100.0 

f-Glycerophosphat 3 0.0 100,0 

kénnen, da das Ferment durch Fluorid stark gehemmt wird, wie da! 

es gar nicht gehemmt wird. Diese Tatsache legt den Gedanken nalv 

daB die Hydrolyse des Phenylphosphats einerseits sowie der Glycer 

phosphate andererseits durch verschiedene substratspezifische, iso 

dyname Enzyme bewirkt wird, deren Eigenschaften aber so einande: 

ahnlich sind, daB sie sich bei der Reinigungsoperation nicht trennen 

lassen. Die Frage nach dem Vorkommen substratspezifischer Phospho 

esterasen wurde schon wiederholt untersucht. Abgesehen von der 

Spaltung der Pyrophosphate und der Diester der Phosphorsaure kann ein 
man wohl sagen, daB die bisher aufgefundenen Unterschiede in der eind 
Hydrolyse der einzelnen Phosphorséureester durch die Phosphatasen hocl 
nicht ausreichen, um das Vorhandensein von verschiedenen substrat sonc 
spezifischen Enzymen sicherzustellen. Es wird daher allgemein an- hvd 
genommen, dai die Phosphatasen weitgehend unspezifische Enzyme inlaws 
sind und mehr oder weniger alle primaren Ester der Phosphorsaure woh 
spalten. Es war daher an sich unwahrscheinlich, daB die Hydrolys« pho 
des Phenylphosphats, welches noch dazu ein unphysiologisches Substrat Fert 
ist, durch ein eigenes spezifisches Ferment erfolgt und die Spaltung 

der beiden Glycerophosphate durch ein anderes. Doch schien es uns Hye 
notwendig, hier die Méglichkeit der Existenz zweier verschiedener gest 
isodynamer Enzyme experimentell auszuschlieBen, da es schwer ver Spa 
standlich erscheint, daB bei ein und demselben Enzym die Spaltung besc 
des einen Substrats durch Fluorid véllig gehemmt wird, wahrend di: Doc 
des anderen kaum beeinfluBt wird. Um diese Frage zu klaren, zogen (ly 


wir die gleichzeitige Einwirkung zweier Substrate! auf das Ferment phe 


heran, Handelt es sich um zwei verschiedene substratspezifische Enzyme in | 
so miiBte man bei gleichzeitigem Zusatz beider Substrate die Summe de! 


' Siehe z. B. E. A. Zeller, Naturwiss. 26, 282, 1938: H. Blaschko. ere 
B. Richter u. H. Schlossmann, Biochem. J. 31, 2187, 1937 Fer 
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beiden jeweiligen Einzelspaltungen als Ergebnis der Hydrolyse erwarten. 
Im anderen Falle wiirde man héchstens die Spaltung desjenigen Sub- 
strats erhalten, das am leichtesten hydrolysiert wird bzw. eine Spaltung, 
die dem zwischen den beiden Substraten und dem Ferment sich ein- 
stellenden Gleichgewicht entspricht. 


Tabelle VII. 
Spaltung der einzelnen Substrate in mg P 
Spaltung des Gemisches in mg P B. 





Substrat 


Versuch 1: Prostataphosphatase. 
10 ecm 10 %iges Phenylphosphat .............. 6,55 


12,5 ,, 20° iges p-Glycerophosphat. .... 7,95 
15 10 %iges Phenylphosphat nena 7,62 
20 %iges /-Glycerophosphat 6.40 
Versuch 2: Meerschweinchen-Muskelbrei. 

10 ecm 10 °¢iges Phenylphosphat 8.45 
7,9, 20 %iges /-Glycerophosphat 4,00 


15 10 %iges «-Glycerophosphat ............ 6,70 
7,5 20 °piges P-Glycerophosphat 


Das Ergebnis der vorstehend wiedergegebenen Versuche, die nur 
ein Beispiel einer gr6Beren Untersuchungsreihe darstellen, ist vollig 
eindeutig: wir fanden niemals, weder beim Muskelbrei noch bei dem 
hochgereinigten Enzym der Prostata, eine Summierung der Spaltungen, 
sondern immer nur Werte, die etwa der Spaltung des am leichtesten 
hvdrolysierbaren Substrats entsprachen oder etwas niedriger waren, 
also offenbar eine Gleichgewichtseinstellung anzeigten. Daher kann 
wohl nicht bezweifelt werden, daB die Hydrolvyse sowohl des Phenyl- 
phosphats, wie der Glycerophosphate durch ein und dasselbe einheitliche 
Ferment durchgefiihrt wird. 

Wenn daher der Grund fiir die verschiedene Hemmbarkeit der 
Hydrolyse unserer Substrate nicht in der Verschiedenheit der Fermente 
gesucht werden kann, so war zu priifen, ob nicht durch die entstehenden 
Spaltprodukte die Hemmung durch Fluorid weitgehend beeinfluBt wird, 
besonders im Falle des Phenylphosphats durch das auftretende Phenol. 
Doch zeigte es sich, daB der Zusatz von Phenol zum Fermentansatz mit 


Glycerophosphat in der gleichen GréBenordnung, wie es bei der Pheny!- 


phosphathydrolyse auftritt, die Fluoridhemmung des Glycerophosphats 
in keiner Weise beeinfluBt. 

Wir kommen daher zu dem SchluB, da die Fluoridhemmbarkeit 
trotz der aufgezeigten Substratverschiedenheiten eine Eigenschaft des 
Fermentmolekiils ist. Aus diesem Grunde nehmen wir auch an, dab 
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die Phenylphosphathydrolyse durch Fluorid qualitativ gleichartiy 
hemmt wird, wenn auch aus unseren Werten dieser SchluB nicht wy! 
dingt gezogen werden kann, da sie meistens innerhalb der Fehlergreny«y 


Tabelle VIII. Prostataphosphatase. 
Substrat: 6cem 20° iges B-Glycerophosphat. 





m/50 NaF m/50 NaF + 25mg Phenol 
5,00 0,00 0,00 
bleiben. Als Stiitze dieser Auffassung kénnen wir zwei Versuche mit 
Meerschweinchenniere anfiihren, wo auffallenderweise gerade ic 


Phenylphosphathydrolyse durch m/50 Fluorid besonders stark (zu 
etwa 90°.) gehemmt wird. 


Tabelle IX. Meerschweinchen-Nierenbrei. 





m/50 NaF % Hemmung 


Phenylphosphat ........... 12,5 1,45 88,5 
a-Glycerophosphat 13,5 10,6 21,5 
Phenylphosphat ........... 23,3 2,65 88.0 
«-Glycerophosphat 20,6 6,3 69,4 


Bei anderen Organen, von denen wir nur die Leber und die mensch- 
liche Nebenniere untersuchen konnten, liegen die Verhaltnisse beziiglich 
der Fluoridhemmung wie bei der Muskulatur. 

Um eine Vorstellung iiber den Gehalt der Skelettmuskulatur an 
Phosphatase im Vergleich zu den allgemein als phosphatasereich be- 
kannten Organen zu gewinnen, bestimmten wir bei Kaninchen und 


Meerschweinchen jeweils bei ein und demselben Tier die Aktivitat der 


sauren Phosphatase von Muskel, Herz, Leber und Niere; im Skelett- 


muskel wurde fiir das Substrat Phenylphosphat auch die alkalische 


Phosphatase (bei pu 9,3) gemessen. 

Wie ersichtlich, ist die Aktivitaét der Muskelphosphatase erheblich 
geringer, als z. B. diejenige der Fermente in der Leber und der Niere: 
immerhin ist sie doch noch so groB, daB sie etwa der halben Aktivitat 
der Leberphosphatase entspricht. Der Gehalt des Muskels an sauret 
Phosphatase darf daher nicht vernachlassigt werden, wahrend dem. 
gegenitiber die alkalische Phosphatase erheblich schwacher ist. Wie wit 
festgestellt haben, 1aBt sich die saure Phosphatase vollstaéndig aus dem 
Muskelbrei extrahieren (sowohl mit Wasser wie mit isotonischer KC! 
Lésung). 


Im Anschlu8 an die Charakterisierung der Muskelphosphatase 
haben wir einige orientierende Versuche ausgefiihrt, die sich mit der 
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Uber die Muskelphosphatase. 


Tabelle X. 
Alle Werte gelten fiir 3 g Organbrei; bei Verwendung von weniger Material 
wurde auf 3g umgerechnet. 





Substrat Muskel Herz Leber Niere 


Phenylphosphat 4,34 9,86 9,28 15,5 
Kaninchen a-Glycerophosphat 1,40 5,40 5,5 
B-Glycerophosphat 1,66 3,49 3,9 


Phenylphosphat 7,05 5,5£ 14,6 5 
«-Glycerophosphat 4,86 10,5 
: /-Glycerophosphat 2,04 6.8 
Meerschweinchen .. iat 
Phenylphosphat 5,70 Ray 11,3 
a-Glycerophosphat 4,01 10,1 


> 


B-Glycerophosphat 2,25 4,90 


Mittelwerte aus mehreren Versuchen. 


Frage der Bedeutung dieses Enzyms fiir den Muskelstoffwechsel bzw. 
fiir die Phosphorylierungen beschaftigten. Durch die Forschungen von 
Verzar und Mitarbeitern! ist die Bedeutung der Nebennierenrinde fiir 
die in den verschiedenen Organen stattfindenden Phosphorylierungen 
sichergestellt. Die als Folge der Adrenalektomie auftretende Adynamie 
der Muskulatur und die Stérung der Fettresorption werden damit 
erklart, daB in den betroffenen Organen die Bildung von Phosphor- 
siureestern gestért ist. Die groBe Rolle, die diesen Estern beim Glykogen- 
abbau in der Skelettmuskulatur zukommt, ist allgemein bekannt. Aber 
auch die Resorption von Fetten und die ,,selektive’’ Resorption von 
Kohlenhydraten im Darm verlaiuft nach Verzdr iiber die intermediare 
Bildung derartiger’ Phosphorsdureester, wobei im Falle des Fettes die 
Phosphatide als Zwischenstufe auftreten. Auch die Bildung des gelben 
Atmungsferments ist an eine Veresterung des Lactoflavins mit Phosphor- 
siure unter dem EinfluB der Nebennierenrinde gebunden. Diese 
St6rungen werden durch die Zufuhr von Nebennierenrindenhormon 
behoben. Es interessierte uns daher, ob irgendwelche Beziehungen 
zwischen Phosphatase und Nebennierenrinde bestehen. Wir unter- 
suchten daher zuerst die Nebenniere auf ihren Gehalt an saurer und 
alkalischer Phosphatase. 

Wie man sieht, enthalt die Nebenniere mehr saure als alkalische 
Phosphatase ; doch bietet der Gehalt der Driise an Phosphatase nichts 
Bemerkenswertes, da er in der GréBenordnung des Skelettmuskels liegt 
und damit im Vergleich zu anderen Organen eher als niedrig zu _be- 
zeichnen ist. Doch wollen wir bei dieser Gelegenheit auf die interessante 


Tatsache hinweisen, daB unter den bisher auf Phosphatase unter- 


' F, Verzar u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 278, 396, 401, 1935; 292, 159, 
182, 1937; F. Verzdr u. Laszt, Pfliigers Arch. 237, 476, 1936; 240, 612, 1938. 
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Tabelle XI. 





Substrat Spaltung bei py 5,6 Spaltung bei Py 9 


Nebenniere Mensch, je 3g Organbrei. 


Phenylphosphat........... : 5,5 2,58 
z-Glycerophosphat .......... 6,23 
p-Glycerophosphat ........ d 3,2 


Nebenschilddriise Mensch, je 0,2 ¢ Organbrei. 
Phenylphosphat ............ 1,65 9,9 


suchten Organen die Epithelkérperchen sich als besonders fermentreic/; 
vor allem an alkalischer Phosphatase, erweisen. Bei der Beurteiluny 
der Werte der Tabelle XI muB beriicksichtigt werden, daB die Bi 
stimmung der Phosphatase in den Epithelkérperchen nur mit je 200 mg 
Substanz (statt 3g wie bei den anderen Organen) ausgefiihrt werden 
konnte. Im Zusammenhang mit der Tatsache, daB bei der Entfernung det 
Epithelkérperchen neben der bekannten Erniedrigung des Calcium. 
spiegels im Blute auch eine gleichzeitige Erhéhung der Phosphate 
sowie Verdnderungen im Knochen eintreten, mag diesem Befund 
einiges Interesse zukommen. Auferdem finden wir in der Literatw 
einige Hinweise auf Zusammenhange zwischen der Knochenphosphatase 
(einer alkalischen Phosphatase), sowie der Serumphosphatase und den 
Nebenschilddriisen } *, 

Unter Beriicksichtigung des oben Gesagten schien es uns besonders 
wichtig, den EinfluB einer Nebennierenexstirpation auf die Muske! 
phosphatase zu priifen. Denn bei einer direkten Beteiligung der Phos. 
phatase an den Phosphorylierungsprozessen in der Muskulatur kénnte 
man erwarten, da} sich die Entfernung der Nebennieren irgendwie auf 
die Aktivitat der Muskelphosphatase auswirkt. Es ware z. B. méglich. 
da ein EinfluB der Nebennierenrinde auf die Phosphatase von der Art 
besteht, wie es von Verzdr® fiir das gelbe Atmungsferment aufgezeigt 
wurde; die Nebennierenrinde kénnte entweder die wirksame Gruppe 
der Phosphatase (z. B. aus den in ihr entstehenden Sterinen) zur Ver 
fiigung stellen oder eine derartige Gruppe wenigstens in eine Form 
iiberfiihren, die die Bindung an Eiweif méglich macht. Wenn dagegen 
die Phosphorylierung der Kohlenhydrate nicht unter der direkten 
Beteiligung der Phosphatase stattfindet und dieses Ferment nur in 
Zusammenwirkung mit einem anderen Enzym arbeitet, etwa wie es von 


' Ciro de Lisi, Pathologica (Genova) 29, 428, 1937; zit. nach Ber. ge- 
Physiol. 106, 251, 1938; J. Roche u. H. Filippi, C. vr. Soe. Biol. 129, 322 
1938; zit. nach Chem, Centralbl. 1939, I, 8S. 3198; J. H. Page, diese Zeitschi 
223, 222, 1930. 2 J. H. Page u. M. Reside, diese Zeitschr. 226, 273 
1930. 3 F. Verzar, H. Hiibner u. L. Laszt, diese Zeitschr. 292, 152, 1937 
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Kiessling (a. a. O., S. 337) fiir die Phosphorolyse des Glykogens be- 
schrieben wurde, so kOnnte man erwarten, daB ein Ausfall des phospho- 
rylierenden Enzyms sich auch auf die Aktivitat des dephosphorylierenden 
Ferments auswirken wiirde, obwohl das letztere nicht stattzufinden 
braucht. Die Exstirpation der Nebennieren fiihrten wir an Meer- 
schweinchen operativ durch ; leider war die Uberlebensdauer der meisten 
Tiere nur einige Stunden bis zu 1 Tag. Da die Ausfallserscheinungen 
meistens erst nach einiger Zeit voll in Erscheinung treten, so konnten 
wir fiir unsere Zwecke nur ein Tier verwenden, welches die Operation 
55 Stunden iiberlebte und alle Erscheinungen der Adrenalektomie in 
harakteristischer Weise zeigte, besonders eine sehr ausgesprochene 
\dynamie der Muskulatur und eine deutliche Temperatursenkung. Die 
Bestimmung der Muskelphosphatase hatte folgendes Ergebnis: 


Tabelle XII. 
Muskelbret von Meerschweinchen, 55 Stunden nach det 
Nebennierenexstirpation untersucht. 





Spaltung bei Pu 5.6 A, bei Pu 9.2 Bb. 

Substrat \ B m 50 NaF °% Hemmung 
Phenylphosphat ............ 5,89 3,21 5,07 13,9 
x-Glycerophosphat ...... i 3,63 3.14 13,0 
}-Glycerophosphat ......... 2,10 1,74 17,1 


Wie man sieht, hat sich weder an der Aktivitat der Muskelphospha- 
tase noch an ihrer Hemmbarkeit durch Fluorid etwas geandert, und 
zwar weder im Ninne einer Abnahme noch einer Steigerung der Aktivitat. 
Das gleiche fanden wir auch bei den Tieren, die die Operation nur 
kurze Zeit itiberlebten und daher von uns nicht angefiihrt werden. Auch 
eine langere Zufithrung von Cortin an normale Meerschweinchen (je zwei- 
mal 1 cem und viermal 2 cem Cortin Degewop gespritzt innerhalb von 
§ Tagen) blieb ohne jeden EinfluB auf die Wirksamkeit der Muskel- 
phosphatase. 

Unsere Versuche haben keine Belege dafiir beigebracht, daB zwischen 
der Muskelphosphatase und den Phosphorylierungsprozessen irgend- 
welche Beziehungen bestehen. Auf Grund unserer Ergebnisse ware 
man sogar berechtigt, derartige Beziehungen vollig zu verneinen. Wir 
ziehen diesen SchluB allerdings nicht, aus zwei Griinden: erstens ist die 
physiologische Bedeutung der Phosphatase, eines Enzyms, das gerade 
in denjenigen Organen besonders reichlich vorkommt, in denen Um- 
setzungen von Phosphorsiureestern stattfinden (Niere, Leber, Darm, 
Knochen, Placenta usw.), noch unklar und zweitens sind unsere Ver- 
suche in dieser Richtung noch zu wenig umfangreich. Wir denken 
uns dabei die mégliche Bedeutung der Phosphatase durchaus nicht nur 


| 
| 
i 
| 
| 
| 
| 








oOe Cl. Knoevenagel, 


im Sinne einer direkten Beteiligung des Enzyms an den Phosp| 


rylierungen, sondern es kénnte ihm auch die Rolle eines Hilfsenzyn 


zukommen. So kénnte die Phosphatase z. B. dazu dienen, um Phosphat 
aus schwer hydrolysierbaren Stoffen frei zu machen, die auf einem 
Seitenweg der Glykolyse entstehen, oder sie kénnte als Proteinbestand- 
teil eines umphosphorylierenden Systems gedacht werden, dessen Wirk. 
stoff ein niedermolekularer Stoff sei. Eingehendere Untersuchunge: 
miiBten in diese Fragen Klarheit bringen. 


Methodiseher Teil. 
1, Bestimmung der Phosphorsdure. 


Es kam die kolorimetrische Methode von Fiske und Subbarow in de: 
Modifikation von K. Lohmann und L. Jendrassik! zur Anwendung. Di 
Ergebnisse wurden zum Teil durch Doppelanalysen kontrolliert. 


2. Substrate. 

Es wurde das Na-Salz der «-Glycerinphosphorsiure verwendet, da. 
aus dem neutralen Calcium glycerinophosphoricum der Firma Merck durei 
Umsetzung mit der berechneten Menge Natriumoxalat hergestellt wurde: 
der Ca-Gehalt wurde vorher durch Analyse ermittelt. Er betrug in unsere: 
Probe 16,2°,. Wir verwendeten eine 10°,ige Lésung. 

Weiterhin wurde das Na-Salz der 6-Glycerinphosphorsaure in 20° ,ige: 
Lésung verwendet (Natrium glycerinophosphoricum  krist.  Mere/ 
Na,PC,H,O, mit 5H,O). Der Gehalt an freiem Phosphat war in diesen 
beiden Substraten so gering, daB er vernachlassigt werden konnte. 

Die Phenylphosphorséure wurde als Kaliumsalz nach der Vorschrift 
von R&. Iwatsuru? hergestellt. Die Praparate enthalten schwankende 
Mengen anorganischer Phosphorsiure, die jeweils ermittelt werden miissen, 
sowie schwankende Mengen KCl und K,CO,, die aber nicht groB sind. E- 
wurde eine 10°,ige Lésung verwendet. 

Bei allen drei Substraten wurde jeweils der Gehalt an organiscl 
gebundener Phosphorséure nach der Veraschungsmethode von Lohmann 
analytisch ermittelt. Die drei Substrate wurden in ungefihr aquivalenten 
Mengen dem Fermentansatz zugesetzt. 


3. Puffer. 

Im sauren Bereich wurde n/10 Citrat, im alkalischen n/10 Glykoko! 
verwendet. Die Einhaltung der Wasserstoffionenkonzentration in den 
Fermentansatzen wurde wiederholt elektrometrisch vor wie nach dem 
Versuch kontrolliert. 

4. Fermentansatz. 

Es wurde folgender Ansatz, mit sinngemaBen Abinderungen, verwendet 

3g Organbrei, 

10cem Pufferlésung, 

5eem 10° iges Substrat (bei 20 %igem f-Glycerophosphat 3 ccm 

dest. Wasser ad 25 ccm, 

1 K. Lohmann u. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

2 R. Iwatsuru, diese Zeitschr. 173, 348, 1926. — *® K. Lohmann, die~ 
Zeitschr. 194, 309, 1928. 
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In einem Parallelansatz ohne Substrat wurde jedesmal der Phosphatgehalt 
der Organe ermittelt und in Rechnung gestellt. Die Versuchsdauer betrug, 
wenn nichts anderes angegeben, 1 Stunde bei 37°. Die Unterbrechung 
erfolgte durch Zusatz von 15 eem 20°, iger Trichloressigsaure. AnschlieBend 
wurde in einem aliquoten Teil des Filtrats die kolorimetrische P-Bestimmung 
durchgefiihrt. 

Von der Prostataphosphatase wurde eine Verdiinnung 1 : 25 verwendet 
ind davon 0,5cem dem Ansatz zugegeben. 


5. Zusdtze. 


Alle verwendeten Substanzen waren mdéglichst vom Reinheitsgrad 
pro analysi. 


6. Gewinnung des Organbreies. 


Sofort nach Tétung des Tieres wurde die gesamte Skelettmuskulatur 
abprapariert und mit der Fleischmaschine oder, bei wenig Material, mit der 
Schere zerkleinert. Die Zerk'einerungsart spielt keine Rolle. Von den 
anderen Organen kamen beim Kaninchen | g Niere bzw. 1,5 g¢ Herz, beim 
Meerschweinchen nur je 0,5g zur Verwendung; die Ergebnisse wurden 
jeweils auf 3g Organbrei umgerechnet. Die Rinderskelett- und Herzmusku- 
latur wurde frisch vom Schlachthause bezogen und sofort verarbeitet. Das 
menschliche Material! wurde aus dem hiesigen pathologischen Institut in 
relativ frischem Zustand bezogen; es handelt sich nur um einwandfreies 
Material. 


7. Adrenalektomie. 


Die Tiere wurden ventral an den vier Pfoten ziemlich gestreckt ein- 
gespannt und nach Rasieren der Riickenpartie mit méglichst wenig Ather 
narkotisiert. Man geht dann dorsal an der Rippengrenze ein, unter még- 
lichster Vermeidung der Resektion der untersten Rippe; zuerst wurde die 
operationstechnisch schwerer zugiangliche rechte Nebenniere entfernt. 
Nach sorgfaltiger Unterbindung der GefaBe wird die Nebenniere abgetragen 
und die Operation ordnungsgemaB beendet. Leider vertragen die Meer- 
schweinchen selbst kleine Blutverluste schlecht. Nach der Operation muB 
fiir das Warmhalten der Tiere gesorgt werden. Nach jedem Versuch iiber- 
zeugten wir uns durch Sektion davon, daB bei den Tieren keine sonstigen 
Schaden vorlagen, und da®B die Entfernung der Nebennieren vollstandig 
gelungen war. 


Fiir die Uberlassung dieser Arbeit, sowie fiir zahlreiche Ratschlage 
spreche ich Herrn Prof. Dr. W. Kutscher meinen besten Dank aus. 

1 Fiir die freundliche Uberlassung des Materials schulden wir Herrn 
Prof. Dr. Schmincke, sowie Herrn Doz. Dr. Velten aufrichtigsten Dank. 
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Die Bedeutung des Zinks fiir Wasserzersetzung 
und Oxydationsvorgiinge im Organismus. 


Von 
Kazuo Yamafuji und Kyoshin So. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucke 


forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1940.) 


In den fritheren Abhandlungen (1, 2,3) wurde gezeigt, daB Zink. 
oxyd bei der photochemischen Hydroperoxydbildung als starker 
Sensibilisator wirkt. Diese Tatsache veranlabte uns aufzuklaren 
welche Funktion das Zink in lebenden Zellen besitzt. Wir haben in de: 
vorliegenden Arbeit zunachst im AnschluB an unsere bisherigen Angaben 
die hydroperoxydbildende Fahigkeit verschiedener Zinkverbindungen 
und dann die Verteilung des Zinks in einigen pflanzlichen sowie tierischen 
Geweben untersucht. Dabei wurde gefunden, daB bei Bestrahlung det 
wasserigen Lésungen oder Suspensionen von Sulfat, Nitrat, Carbonat, 
Chlorid, Sulfid und Jodid des Zinks bzw. von diesen Salzen + Glucose 
keine Wasserstoffperoxydbildung stattfindet. In einer wasserigen 
Zinkpulversuspension erfolgt bekanntlich eine Wasserzersetzung, die 
hierbei entstandene Hydroperoxydmenge ist im Dunkeln gréBer als 
im Licht. Dann haben wir ein Zinksalz des Hamatoporphyrins hergestel!t 
und seine photosensibilisierende Wirksamkeit mit derjenigen des 
Hamatoporphyrins verglichen. Im allgemeinen finden photochemiscli 
Wasserzersetzung sowie Oxydationen in Gegenwart von Zn-Hamato- 
porphyrin kraftiger statt als in Anwesenheit von Hamatoporphyrin. 
SchlieBlich haben wir das Zink in verschiedenen Geweben bestimmt und 
konnten feststellen, daB dieses Metall in allen untersuchten pflanzlichen 
sowie tierischen Organen enthalten war und da zwischen dem Zink- 
gehalt und dem Wachstum bei Pflanzen eine enge Beziehung besteht. 


Es ist noch unbekannt, in welcher Bindungsform das Zink in 
lebenden Organismen vorhanden ist. Wir haben deshalb verschiedene 
Zinksalze verwendet. 10 mg Sulfat, Nitrat, Carbonat, Chlorid, Jodid 
oder Sulfid wurden in je 10 cem Wasser aufgenommen und mehrere 
Stunden mit einer 200-Watt-Lampe oder mit Sonnenlicht bestrah!t. 





he Bee 


Dabel 

\ischu 
wurden 
Resulta 
netallis 
Tabelle 


img Z 


———— 


Hydrope 


Dic 
einer | 
<preche 
Der Be 
wroBer 
daB die 
beschle 


me 


10-Wa 


Gespalte 


Wi 
von Ha 


“ink. 
rker 
aren 
n der 
aben 
ngen 
chen 
r der 
pnat, 
1COs¢ 
rigen 

die 
r als 
stellt 
des 
sche 
1ato- 
vrin, 
und 
chen 
Zink- 


teht 


k in 
dene 
odid 
rere 
ahit. 


jie Bedeutung des Zinks fiir Wasserzersetzung usw. im Organismus. 355 


)abei wurde keine Hydroperoxydentstehung beobachtet. Auch mit 
\ischungen von Zinksalz und oxydierbarer Substanz, z. B. Glucose, 
vurden Belichtungsversuche ausgefiihrt, welche ebenfalls ein negatives 
Resultat gaben. Bei Bestrahlung einer wasserigen Suspension von 
yetallischem Zink findet aber eine Hydroperoxydbildung _ statt 
Tabelle E): 


Tabelle I. 


img Zinkpulver in 10 cem Wasser. Strahlenfilter: Glas. Katalase: Blut. 





Lichtquelle : 200-Watt-Lampe. 
Bestrahlungsdauer: 4 Std. 
Abstand vom Leuchtfaden : 20 em. 
Gas im Geta: Luft 


Lichtquelle: Sonne. 
Bestrahlungsdauer: 3 Std. 
Gas im Gefiii: Sauerstoff 


hell dunkel hell dunkel 


Hydroperoxyd in mg 0,061 0,102 0,031 0,063 


Die hierbei beobachtete Wasserstoffperoxydentstehung beruht auf 
ener Wasserspaltung unter Autoxydation des Metalls. Dement- 
sprechend ist dabei die Anwesenheit von Sauerstoff unentbehrlich. 
Der Befund, daB die im Dunkeln gebildete Wasserstoffperoxydmenge 
rOBer ist als die im Licht entstandene, kann dadurch erklart werden, 
la die Hydroperoxydspaltung in der Zinksuspension durch Belichtung 
beschleunigt wird (Tabelle II). 


Tabelle II. 
(mg Zinkpulver in 10 cem n/1l000 Wasserstoffperoxyd. Lichtquelle: 
10-Watt-Lampe. Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. Abstand vom Leucht- 


faden: 20em. Gas im GefaB: Luft. Strahlenfilter: Glas. 





Hell Dunkel 


Gespaltenes Hydroperoxyd in mg 0,101 0,088 


Wir haben dann die photosensibilisierende Wirkung des Zinksalzes 
von Hamatoporphyrin untersucht: denn Porphyrine sind in tierischen 
oder pflanzlichen Kérpern weit verbreitet und befahigt, mit Metallen 
komplexe Salze zu geben. Da das Zn-Hamatoporphyrin, welches nach 
ler Vorschrift von Dhéré, Schneider und Bom (4) dargestellt wurde, 
wasserunléslich ist, wurde es in einer kleinen Menge n/100 Natrium- 
ivdroxydlésung gelést. Auch das wasserlésliche Hamatoporphyrin 
wurde als alkalische Lésung verwendet. Um die sensibilisierende Wirk- 
amkeit des Farbstoffes und seines Salzes genau zu vergleichen, muB 


yuerst die hydroperoxydspaltende Fahigkeit der beiden Substanzen 
rmittelt werden (Tabelle IIT). 


24% 
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Tabelle III. 
Konzentration des Wasserstoffperoxyds vor dem Versuch: n/1000. ; 
Lésung: 10,7. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten mg gespaltenes H \ «ir 
peroxyd. 





Bestrahit mit Tageslicht Bestrahit 
im Zimmer. mit einer 200-Watt-Lam; 
Versuchsdauer: 1 Std. Abstand vom Leuchtfaden: {5 ¢ 
Temperatur : -379 C Versuchsdauer: 4 Std 





hell dunkel hell dunks 


lmg Zn-Hamatoporphyrin 
+ 10cem Hydroperoxyd | 0,100 0,081 | 0,085 0,038 


1 mg Haématoporphyrin 
+ 10cem Hydroperoxyd | 0,022 0,020 0,032 0,011 

Aus Tabelle III geht hervor, daB das Wasserstoffperoxyd durch 
belichtetes Zn-Hamatoporphyrin ziemlich stark zersetzt wird. Wie 
aus Tabelle IV ersichtlich ist, konnten wir jedoch beweisen, dab be; 
Bestrahlung der wasserigen Lésung dieses Salzes eine Hydroperoxyd- 
entstehung erfolgt. 

Tabelle IV. 


Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. py der Lésung: 11,0. Die Zahlen in de: 
Tabelle bedeuten mg entstandenes Hydroperoxyd. 





t Lichtquelle: 200-Watt-Lamy: 
G Bay my pe off Abstand vom Leuchtfaden: 15 cn 
. ’ Gas im GefaiG: Luft 





hell |  dunkel hell dunkel 


1mg Zn-Haimatoporphyrin 
+ 10cem Wasser 0,014 


1 mg Hamatoporphyrin 
+ 10cem Wasser 0,004 0 0,010 


Die in Stickstoff erfolgte Hydroperoxydbildung beruht ausschlieSlic! 
auf einer Wasserzersetzung. In Gegenwart von Sauerstoff findet auber. 
dem eine photochemische Autoxydation der Farbstoffe statt. Das 
Wasser wird, wie Tabelle IV zeigt, unter der sensibilisierenden Wirkung 
des Zn-Himatoporphyrins starker zersetzt. Es ist von Interesse 21 
untersuchen, ob die Photoxydation verschiedener biologischer Sub 
stanzen durch Zusatz dieser Sensibilisatoren beschleunigt wird. Zu. 
nachst wurde nur das bei Belichtung der Mischungen: Sensibilisatoren 
+ oxydierbare Stoffe gebildete Wasserstoffperoxyd bestimmt (Ts 
belle V). 

Wenn man diese Ergebnisse mit denen der Versuche in Tabelle I\ 
vergleicht, so erkennt man, daB in Anwesenheit von Zn-Hamatoporphyrir 
die Autoxydation von Glucose und Fructose beférdert wird. Bei Sucrose 
Glycerin und Alanin wurde eine solche Erscheinung nicht beobachtet 
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Tabelle V. 
Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. Abstand vom Leuchtfaden: licm. Be- 
grahlungsdauer: 4 Stunden. I mg_ Sensibilisator + 30mg oxydierbare 
Substanz in 10cem n/250 Natriumhydroxydlésung. Die Zahlen in der 
Tabelle bedeuten mg gebildetes Wasserstoffperoxyd. 





Zugesetzte oxydierbare Substanz 
Sensibilisator ame : —_—_—— — ————~ 
Glucose Fructose Sucrose Glycerin Alanin 


Jn-Hamatoporphyrin ... 0,025 0,029 | 0,014 0,016 0,014 
Hamatoporphyrin 0,011 0,010 0,010 0,011 
Ohne Sensibilisator 0,002 | 0 0 0 


Wie in einer friiheren Mitteilung (1) berichtet wurde, findet bei Be- 
trahlung des Gemisches von Hamatoporphyrin und oxydierbarer 
Substanz keine Beschleunigung der Wasserstoffperoxydbildung statt. 
Ferner wurde die Sauerstoffabsorption nach der Methode von Warburg 
bestimmt (Tabelle VI). 

Tabelle VI. 


Bestrahlungsdauer: 1 Stunde. Gas: Sauerstoff. Versuchstemperatur: 30°. 





0,5 mg Sensibilisator 0,3 mg Sensibilisator 
+ 20mg Glucose in 5cem + 10mg Fructose in 5ccm 
n/250 NaOH-Lésung. n/400 NaO H-Lésung. 
Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. Lichtquelle: 100-Watt-Lampe 
Sensibilisator Abstand vom Leuchtfaden: Abstand vom Leuchtfaden: 
9em 12 em 





Zn-Himato- Himato- Zn-Himato- Hiimato- 
porphyrin porphyrin porphyrin porphyrin 


Sauerstoffverbrauch in cmm 43 21 11 6 


Der Sauerstoff wird also bei Belichtung der Mischung von Zn- 


Hamatoporphyrin und Glucose oder Fructose starker absorbiert, als 
wenn man ein Gemisch von Haimatoporphyrin und Zucker belichtet. 
Die Versuche in den Tabellen IV bis VI zeigen deutlich, daB durch 
Kinfihren des Zinks in das Hamatoporphyrinmolekiil die photosen- 
sibilisierende Wirkung dieses Farbstoffes verstarkt wird. Bemerkens- 
wert ist der Befund von Dhéré (4), daB Kupfer- und Silbersalz des 
Hamatoporphyrins keine fluoreszierende oder sensibilisierende Eigen- 


schaft besitzen. 


Uber die Bestimmung des Zinks in Tieren und Pflanzen finden sich 
mehrere Angaben [z. B. Bertrand und Andreitchewa (5), Bertrand und 
Vladesco (6), Simakov (7), Sahyum und Feldkamp (8), Koga (9)|. Wir 
haben in der vorliegenden Untersuchung Zuckerrohr, Canna indica, 
Frosch und Henne als Versuchsmaterialien gewahlt und den Zinkgehalt 
verschiedener Gewebe im wesentlichen nach der Methode von Syl- 
vester (10) ermittelt (Tabelle VII). 
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Die Zahlen in der 


Tabelle VII. 


Tabelle bedeuten mg Zink pro 


100 g¢ Trockensul 





Zuckerrohr: 
Rasse F 108; 
griines Blatt .... 
welkes Blatt .... 
Wipfel 
Stengel 
Wurzel 
Rasse 2883 POJ; 
griines Blatt .... 
welkes Blatt .... 
Wipfel 
Stengel 
Wurzel 
Blatt des 8 Monate 
alten Rchrs 


Zuckerrohr : 
Blatt des 13 Monate 
alten Rohrs 
Wipfel des 8 Monate 
alten Rohrs .. 
Wipfel des 13 Monate 
alten Rohrs 
Canna indica: 
Blume 
Blatt 
Stengel 
Wurzel 
Frosch: 
Haut 
Muskel 


Frosch: 
Leber 
Lunge 
a 
Magen 


Henne: 


Muskel 

Leber 

ON See ee 
Kropf 

Darm 
Rierstock ... 


Blut 





Wie aus Tabelle VII ersichtlich, findet sich das Zink in allen unter 
suchten Teilen, beim Zuckerrohr enthalt der Wipfel die gréBte Meng: 
Der Zinkgehalt des 8 Monate alten Zuckerrohrs ist héher als derjeniy 


des 13 Monate alten. Aus diesen Versuchen geht hervor, da’ wenigsten- 


bei dieser Pflanze zwischen Wachstumsvermégen und Zinkgehalt ein 
enge Beziehung besteht. Die Versuche am Zuckerrohr zeigen auc! 
das in den griinen Blattern mehr Zink enthalten ist als in den welke: 
Bertrand und Andreitcheva (5) bestimmten das Zink in griinen sowi 


etiolierten Blattern und fanden, daB zwischen der Zink- und de 


Chlorophyllmenge in den Blattern eine gewisse Parallelitat bestel 


Das Zink scheint also méglicherweise im griinen Blatt in Verbinduny 
mit irgendwelchen Porphyrinen vorhanden zu sein. Bemerkenswer 


ist die Tatsache, daB beim Frosch die Haut eine gréBere Zinkmen:e 


enthalt als die anderen Organe. 
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Versuche zur Lokalisation einiger Fermente in den 
verschiedenen Zellbestandteilen der Spinatbliitter™*. 
Von 
Gerhard Krossing. 

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 15, Mai 1940.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Einleitung. 


Durch die Untersuchungen von Noack (1927) und die daran an- 
schlieBenden von Menke (1937) ist es méglich geworden, einige Haupt- 
bestandteile der Blattzellen von Spinat in Mengen zu isolieren, die eine 
chemische Analyse dieser Fraktionen zulassen. Die Fraktionen sind: 
Chloroplastensubstanz bzw. intakte Chloroplasten, Cytoplasmasubstanz 
und die wasserlésliche Fraktion. Die vorliegende Arbeit befaBt sich 
mit der Lokalisierung einiger Fermente in diesen Fraktionen. 

Da eine Trennung der Zellbestandteile in médglichst schonender 
Weise herbeigefiihrt werden mute, um die volle Wirksamkeit der 
Fermente zu erhalten, wurde die Darstellung der Fraktionen nach der 
von Menke (1937) angegebenen Methode der Fallung mit Kohlendioxyd 
ausgefiihrt. In einigen Punkten mubte jedoch die Methode infolge der 
Problemstellung etwas abgeandert werden. 


Darstellung der Zellbestandteile. 

500 ¢ gereinigte Spinatblatter (,,.Flamische Riesen* und ,,KO6nig 
von Danemark‘‘) wurden in einer Porzellanreibschale zerrieben, mit 
destilliertem Wasser aufgenommen und im Koliertuch mit der Hand 
abgepreBt. Der Riickstand wurde noch zweimal mit destilliertem 
Wasser aufgeriihrt und wieder abgepreBt, derart, daB die gesamte 
Fliissigkeitsmenge 1 Liter betrug. Der Riickstand, der Zellwandsubstanz 
und noch unzerstérte Zellen enthielt, wurde nach Zugabe von Quarz- 
sand in der Reibschale weiter zerkleinert und nach anhaltendem Aus- 
waschen getrocknet. 

In den Extrakt, der zur Entfernung der Zellkerne und Zellkern- 
fragmente kurz vorzentrifugiert war, wurde zur Fallung der Chloro- 


plastensubstanz im Eisschrank Kohlendioxyd eingeleitet, bis ein pu-Wert 
von 5.8 erreicht war. Hierauf wurde durch Hartfilter im Eisschrank 
filtriert. Die nach 24 Stunden nicht durchgelaufene Fliissigkeit wurde 


ep ii. 
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verworfen. Das klare braungefarbte Filtrat wurde zur Fallung der 
Cytoplasmasubstanz tropfenweise unter Umschwenken mit 5 n-Essiy. 
siure versetzt, bis die Essigséurekonzentration 0,5n war und zum 
Absetzen 1 Stunde in den Eisschrank gestellt. Die so erhaltenen Frak. 
tionen von Chloroplasten- und Cytoplasmasubstanz wurden unter Ver. 
eisen im Vakuum einer Olpumpe von 1 bis 2mm Hg iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet und, falls sie nicht sofort zu Fermentuntersuchungen 
verwendet wurden, in Reagensgliser eingeschmolzen und im Dunkel) 


aufbewahrt. 
Das Restfiltrat, enthaltend die wasserlésliche Fraktion, war anfanvs 
goldgelb und klar, triibte sich aber nach kurzer Zeit. Diese Triibunyg 


bestand in erster Linie aus anorganischen Substanzen. Die iiblichen 
EiweiBreagenzien zeigten nur noch geringe Mengen Eiweif an. Das 
Restfiltrat, dessen pu-Wert 3,5 betrug, wurde mit Thymol, das auf 
die untersuchten Fermente keinen EinfluB ausiibt, versetzt und im Eis- 
schrank aufbewahrt. 

Da Menke in einer neueren Arbeit (1938) iiber die Verbesserung 
seiner Methode gefunden hat, daB die Chloroplastensubstanz noch 
wechselnde Mengen Cytoplasmasubstanz enthalt, sind die in dieser Arbeit 
angegebenen Werte in bezug auf die Chloroplastensubstanz um diese 
Differenz zu niedrig. Es folgt daraus, daB die Chloroplastensubstanz 
noch wirksamer ist, als in den Zahlenwerten angegeben wurde. Bei 
allen Fermentuntersuchungen wurden Kochsaftkontrollen ausgefiihrt 


Untersuchungen. 
I. Katalase. 


Fiir die ersten Untersuchungen wurden Garréhrchen verwendet. 
Es gelangten jeweils 5 ccm der 0,5 {igen Suspensionen, die mit 10 ccm 
Phosphatpuffer (px = 6,8) verdiinnt wurden, zur Verwendung. Zu- 
nachst wurden 0,5 cem einer 1,55 mol. H,O,-Lésung (aus Perhydrol 
Merck hergestellt) in die Garréhrchen einpipettiert und dann die Fliissig- 
keiten hinzugegeben. Nach dem Mischen betrug die Konzentration 
des Hydroperoxyds 1/;99 mol. Es muBte sehr schnell gearbeitet werden, 
da die Sauerstoffentwicklung bei den Suspensionen von Chloroplasten- 
substanz sehr plotzlich einsetzte. 

Um eine einigermaBen quantitative Ubersicht zu bekommen, 
wurden mit Hilfe einer Stoppuhr in kurzen Zeitabstinden die ent- 
wickelten Sauerstoffmengen am graduierten Schenkel abgelesen. 

Tabelle I zeigt, daB die Sauerstoffentwicklung bei den Suspensionen 
von Chloroplastensubstanz sehr schnell erfolgte, wahrend sie bei den 
Suspensionen aus Cytoplasmasubstanz nur sehr langsam einsetzte. 
Nach 24 Stunden war jedoch in den Garréhrchen auch von der 
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Tabelle I. Katalase. 


t= 20°; py = 6,8;m/100 H,O,. Mittelwerte aus drei Parallelbestimmungen. 





1g Zeliwand- 0,025 g Chloro- 0,025 g Cyto- 15cem Restfiltrat 
Ablesung substanz plastensubstanz plasmasubstanz | (wasserl. Substanz) 
nach 
entwickelte Menge O. in ccm 


3,05 2.60 0,65 0,00 
3,65 3,35 1,75 0,01 
4,0 4,0 2,10 0,01 
4,15 4,65 3,65 0,01 


(ytoplasmasubstanz annahernd dieselbe Sauerstoffmenge entwickelt. 


Das Restfiltrat, enthaltend die wasserlésliche Fraktion, zeigte keine 
Sauerstoffentwicklung. 

Zur Orientierung wurde auch die die Zellwandsubstanzen ent- 
haltende Fraktion untersucht, die zur Erreichung sicherer Werte in 
40mal gréferer Menge als die Chloroplasten- und Cytoplasmasubstanz 
verwandt werden muBte. Die hierbei gefundene katalatische Aktivitat 
ist wohl gréBtenteils auf die der Zellwandsubstanz beigemischten, dem 
Zerreiben entgangenen intakten Zellen zuriickzufiihren. 

Um zu priifen, wie sich die Katalase bei einer Autolyse verhalt, 
wurden Autolysate angesetzt und in gewissen Zeitabstanden auf ihre 
Wirksamkeit untersucht. Es wurden jeweils 250 g Spinatblatter unter 
Zugabe von Quarzsand in der Porzellanreibschale zerrieben und mit 
destilliertem Wasser auf ein Gesamtvoiumen von | Liter gebracht. 
Die Autolysate wurden bei Zimmertemperatur in einer Flasche aus 
Jenaer Glas mit Thymolzusatz im Dunkeln gehalten. Die anfangs 
dunkelgriine Farbe ging allmahlich in hellgriin tiber, je weiter die Auto- 
lyse vorschritt. 

In zuerst kurzen, dann langeren Zeitabstanden wurden je 10 cem 
Autolysat auf Katalase untersucht. Es konnte festgestellt werden, 
daB dieses Ferment sich im Verlauf der Autolyse als sehr resistent 
erwies (Tabelle II). Noch nach 4 Monaten konnte fast diesel be Sauerstoff- 
menge wie zu Beginn der Autolyse aus Wasserstoffperoxyd erhalten 
werden. 

In denselben Zeitabstanden wurden px-Messungen ausgefiihrt, 
die zeigten, daB schon nach 24 Stunden ein merkliches Absinken des 
pu-Wertes erfolg. war. Tabelle II gibt die pxy-Werte einer Versuchs- 
reihe an, die in einem Zeitraum bis zu 4 Monaten gemessen wurden. 
Der pu-Wert sank bis zu einem bestimmten Sauregrad ab, blieb kurze 
Zeit ziemlich konstant und fing wieder zu steigen an bis ins schwach 
alkalische Gebiet. 

Fiir quantitative Bestimmungen wurden manometrische Mes- 
sungen im Warburg-Apparat ausgefiihrt. Zur Verwendung kamen 
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Tabelle Il. Katalase. Autolysat von Blatterextrakt 
10cem Autolysat; py = 6,8; ¢ 20°; m/100 H,O,. Mittelwerte au 
drei Parallelbestimmungen. 





Alter des Autolysats 
a 0 Std. 24 Std. 48 Std. 6 Tage 8 Tage | 14 Tage 3 Wochen|1 Monat 2 Monate 4 Monat 
ach 
entwickelte Menge O» in cem 
3 Min. || 4,05 | 3,95 | 3,85 2.85 | 2.76 55 2.35 2,35 2,25 
ee 4.25 4,05 4,0 3,2: 3.10 3,20 3,25 2,95 2,95 
i ae 4,66 | 4,35 4,15 3,3: 3,35 530 3,35 3,25 3,20 
24 Std. | 5,15 4,85 4,85 4, 4,85 4,75 4,65 4,70 1,50 
Pu | 640, 5,60 5,40 | 5,36 | 5,88 5,80 6,05 6,40 6,85 


jeweils 0,005°,ige Suspensionen von Chloroplasten- und Cytoplasma 
substanz in Phosphatpuffer px — 6,8, denen so viel H,O, zugesetzt 
wurde, daB 1) j9) mol H,O, vorhanden war. Diese Konzentration ver. 
wendeten Fujita und Kodama (1931), da sie fanden, daB der exakt 
mefBbare Konzentrationsbereich der Sauerstoffabspaltung bei mano 
metrischen Sauerstoffbestimmungen zwischen 0,0025 und 0,025 mo! 
H,O, liegt. 

Tabelle III gibt eine Ubersicht iiber einige Versuchsreihen, die in 
verschiedenen Zeitriumen jeweils mit frisch hergestellten Trocken 
substanzen angesetzt wurden. Es ist daraus ersichtlich, daB, berechnet 
auf die in der Versuchszeit (30 Minuten) insgesamt entwickelte Sauer. 
stoffmenge, die Chloroplastensubstanz etwa doppelt so stark wirksam 
ist wie die Cytoplasmasubstanz, auf die Einheit des Trockengewichtes 
bezogen. Die wasserlésliche Substanz, die mit NaOH auf den pu-Wert6.s 
gebracht war, zeigte fast gar keine Wirksamkeit. 


Tabelle IIT. Katalase. * 


Suspensionen je 0,005°,; Restfiltrat (wasserlésliche Substanz) 7 ccm. 
Versuchsdauer 30 Minuten. ¢ 20°; px 6,8; m/100 H,QOg. 





> : 1 mg 
J 0, in cmm Trockengewichit 
Substanzen aie Payee be ea —--———— entwickelt 
il Mittel emm 


Chloroplastensubstanz .. 76 7 177 174,65 99,00 
Cytoplasmasubstanz .... 37 95 93 91,65 261,85 
Wasserlisliche Substanz . 7 68 69,65 0,75 


Chloroplastensubstanz .. 56 5 150 428,60 
Cytoplasmasubstanz .... 5 2 78,65 224,70 
Wasserlésliche Substanz . 50 5 49 0,50 


Chloroplastensubstanz .. é 7 169 482,85 
Cytoplasmasubstanz .... ¢ 84 240,00 
Wasserlésliche Substanz . 95 89,35 0,95 
Chloroplastensubstanz .. 38 35 139 397,15 
Cytoplasmasubstanz .... i$ 57 69 197,15 
Wasserlésliche Substanz . 16 g 61,65 0,65 
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Da in Tabelle LII nur die in 30 Minuten insgesamt entwickelte 
Sauerstoffmenge beriicksichtigt ist, wurden in Abb. 1 die Werte fiir die 
Sauerstoffentwicklung nach je 10 Minuten eingetragen. Die Kurven 
zeigen deutlich, daf die Chloroplastensubstanz das Hydroperoxyvd 
in den ersten 10 Minuten stiirmisch zersetzt, wahrend die Spaltung 
in den folgenden 20 Minuten weitaus geringer ist. Die Cytoplasma- 


substanz zeigt eine wesentlich lang- 





samere Sauerstoffentwicklung, die 
zwar ebenfalls in den_ ersten 
10 Minuten am gré6Bten ist, dann 
aber langsamer zuriickgeht. hirptaenditne 

Von grober Wichtigkeit ist es, 
fiir alle Bestimmungen stets frisch 
hergestellte Fermentpraparate zu 
benutzen. Dieselben Trockensub- 
stanzen wurden sofort nach der 
Herstellung und nach langerem 





: 2 EC hh mn 
Lagern untersucht mit dem Ergeb- Cteplasmasutstang 


nis, da schon nach kurzer Zeit die 
Enzymwirksamkeit erheblich nach- 0 w 
laBt, auch wenn die Substanzen nach 








Abb. 1 Katalase. 

Entnahme der jeweils bendétigten Kurven fiir Chloroplasten- und Cyto- 
. “i ‘ ; a plasmasubstanz. Versuche von Oktober 

Menge sofort wieder in Reagensglaser 1937 und Juni 1938; Suspensionen je 

eingeschmolzen und im Dunkeln 0,005 “oig; ¢ = 20°; py = 6,8; Versuchs- 

i a dauer: 30 Min. 
aufbewahrt wurden (Tabelle LV). 
Die hohe katalatische Wirksamkeit der Chloroplastensubstanz nimmt 


also beim Lagern der Trockensubstanz schnell ab, waihrend die geringere 


TabellelV. Die katalatische Wirksamkeit getrockneter Praparate 
in Abhangigkeit von deren Alter. 
Versuchsdauer 30 Minuten. Suspensionen je 0,005 ° ig. ¢ 20°; pu 
m/ 100 H,Osg. 





Alter der V ne Img 
Sub- Subst Oo, 2 emm Trockengewicht 
stanzen Substanzen entwickelt 


in Tagen iI III Mittel emm 


Chloroplastensubstanz . 56 145 150.00 $28.60 
Cytoplasmasubstanz 82 78,65 994.70 


Chloroplastensubstanz . 112 | 109,65 


, 
00 
Cytoplasmasubstanz ... 5: f 51 53,65 53,30 


2 
3 
3 


35 78,15 
36 


) 41.00 


Chloroplastensubstanz 7. 
Cytoplasmasubstanz ... : f t, 


Chloroplastensubstanz . ] 17.65 50,45 
Cytoplasmasubstanz ... 1] 9,695 27,55 
Chloroplastensubstanz . 2 5 10.65 20.45 
Cytoplasmasubstanz ... t 5,65 16,15 
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der Cytoplasmasubstanz nur langsam zuriickgeht. Es ist beachtenswert 
daB sich die Katalase im Autolysat gerade umgekehrt verhielt und noch, 
nach Monaten fast dieselbe Aktivitat wie zu Beginn der Autolyse nach. 
gewiesen werden konnte. 

Aus den Versuchen ergibt sich also, daB nur Chloroplasten- und 
Cytoplasmasubstanz eine starke Katalasewirkung zeigen. Das Rest- 
filtrat, enthaltend die wasserlésliche Substanz, ist nahezu unwirksam. 


IT. Peroxydase. 


Zur quantitativen Bestimmung der Peroxydase wurde die von 
Willstdtter ausgearbeitete Methode angewendet, nach der die Leukobase 
des Malachitgriins durch Hydroperoxyd in Gegenwart von Peroxydase 
in das Malachitgriin tibergefiihrt wird. Nach Beendigung der Versuche 
wurde das Chlorophyll mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt, wobei 
das Malachitgriin in der Lésung zuriickblieb. Die photometrische Be- 
stimmung wurde mit dem Pulfrich-Photometer unter Vorschalten eines 
Blaufilters (S43, Schwerpunkt 430 mu) ausgefiihrt. Nach dem Ein- 
bringen der zu untersuchenden Fliissigkeiten in das mit Natriumacetat 
gepufferte Essigsiure-Leukomalachitgriingemisch war der pu-Wert stets 
3,7 bis 3,8. 

Peroxydase konnte nur im Restfiltrat, enthaltend die wasserlésliche 
Substanz, nachgewiesen werden. Tabelle V zeigt eine Versuchsreihe, 
die mit demselben Restfiltrat in Zeitabstanden bis zu 5 Monaten durch- 
gefiihrt ist. Es ist daraus ersichtlich, daB, abgesehen von einer geringen 
Inkonstanz der Zahlenwerte, die auch schon von Willstdtter (1928) 
beobachtet wurde, erst nach etwa 5 Monaten die Wirksamkeit der 
Peroxydase etwa auf die Halfte zuriickgegangen ist. 

Bei der Untersuchung der Trockensubstanz des Riickstandes von 
der Darstellung der Zellbestandteile, enthaltend die Zellwandsubstanz, 
konnten noch gréBere Mengen Peroxydase nachgewiesen werden, 
trotzdem die durch Auswaschen des Riickstandes erhaltenen Ausziige 
keine Peroxydasewirkung mehr zeigten. 


Tabelle V. Peroxydase. 
Versuchsdauer 5 Minuten. ¢ = 20°; py = 3,7; 10 ccm Restfiltrat 
(wasserlésliche Substanz). 





Malachitgriin in mg 





Alter in Tagen paste gest 

2 3 Mittel 
1,112 | 1,061 1,072 
0,913 | 0,856 | 0,857 
0770 | “880 | O78 
0,868 0,790 | 0,826 
0,967 0,931 0,939 
0,783 0,714 0,749 
0,603 0,559 0,569 
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Autolysate von Blatterextrakten wurden ebenfalls auf Peroxydase- 
wirksamkeit untersucht. Aus Tabelle VI geht hervor, daB die Peroxydase 
im Verlauf der Autolyse zerst6rt wird. Es scheint dies mit dem Ansteigen 
des px-Wertes zusammenzuhangen; denn in einem mit Winterspinat 
ausgefiihrten Autolyseversuch, dessen px-Wert erst nach zwei Monaten 
auf 6,0 gegentiber einem pu-Wert von etwa 7,0 bei Sommerspinat 
gestiegen war, konnten auch nach dieser Zeit noch merkliche Mengen 
Peroxydase nachgewiesen werden. Wahrend sich die Peroxydase in 
saurem Medium (Restfiltrat) monatelang gut wirksam halt, tritt scheinbar 
in einem Medium, dessen px-Wert iiber 6,0 liegt, bald eine vollkommene 
Zerstérung des Ferments ein. 


Tabelle VI. Peroxydase, Autolysat von Blatterextrakt. 


Versuchsdauer 5 Minuten. ¢ = 20°; py = 3,7; 10cem Autolysat. 





Alter Malachitgriin in mg olysat 
des Autolysats — — En — Aut - ” 
in Tagen 2 3 Mittel PH 


1,074 1,153 1,151 6,40 
0,913 0,886 0,914 5,60 
0,721 0,756 0,705 5,40 
0,673 0,624 0,653 5,36 
0,482 0,461 0,458 5,38 
0,191 0,203 0,202 5,80 
0,087 0,101 0,095 6,05 
0,061 0,077 0,065 6,40 

0 0 0 6,85 

0 0 0 7,60 


III. Chlorophyllase. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt nach den Angaben Willstdtters 
(1929) fiir die hydrolytische Spaltung des Chlorophylls, wie sie auch 
in der Arbeit von Mayer (1930) in der Hauptsache zur Verwendung 
gelangte. Nach dem Abbrechen der Versuche und Uberfiihren der 
Farbstoffe in peroxydfreien Ather wurden die Phaeophorbide durch 
Ansauern in Freiheit gesetzt und photometrisch bestimmt. Das Photo- 
metrieren wurde mit dem Pulfrich-Photometer vorgenommen und 
hieraus die Umsatzzahl u berechnet, die angibt, wieviel Prozent von 
dem zugesetzten Chlorophyll gespalten sind. 


Um geeignete Substanzsuspensionen zu erhalten, wurde die Methode 
in einigen Punkten derart abgedndert, daB die chlorophylifreien Sub- 
stanzen in 10 ccm Phosphatpuffer px = 6,0 suspendiert, mit einer 
Lésung von 8 mg reinem Chlorophyll (a4 + 6) in 20 cem wasserfreiem 
Aceton versetzt und im Thermostaten mit Schiittelvorrichtung 3 Stunden 
bei 25° geschiittelt wurden. Die Temperatur und der pu-Wert entsprach 
den Angaben von Mayer (1930). 
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Die Untersuchung der einzelnen Zellfraktionen ergab ein vol 
kommen einheitliches Bild: nur die Chloroplastensubstanz bewirkte 
eine Hydrolyse des zugesetzten Chlorophylls. 

Ferner wurde zur Priifung, ob die Chlorophyllase beim Aus. 
bleichen der Blatter in eine andere Fraktion wandert, Spinat verarbeitet, 
der im Anfang der Vergilbung stand. Auch hier war die Chlorophyllase- 
wirksamkeit, in geringerem Mae vorhanden, auf die Chloroplasten- 
substanz beschrankt. Die Chlorophyllase scheint also bei weiter fort- 
schreitender Vergilbung zerstért bzw. inaktiviert zu werden. Tabelle VII 
zeigt, daB die Umsatzzahlen im Juli und bei Beginn der Vergilbung sinken, 
wie dies auch schon Mayer (1930) bei seinen Untersuchungen mit Blatt- 
mehlen gefunden hat. 

Tabelle VII. Chlorophyllase. 
0,5 g chlorophyllfreie, Chloroplastensubstanz; 8 mg Chlorophyll (a + 5); 
20 cem Aceton; 10cem Pufferlésung; py = 6,0; Versuchsdauer 3 Std.; ¢ = 25° 





Bei Beginn 


Datum 16. VI. 1938 18. VI. 1938 3. VII. 1938 15. VII. 1938 der Vergilbung 


Versuch | (1 2 Mittel) 1 2 | Mittel'} 1 2 |Mittel’ 1 2 ‘Mittel 1 2; 3 | Mitte 


u 56 | 55 | 65,6 ||54 55 | 54,5 151/53; 52 | 48) 49); 48,5, 33 | 32/34) 33 


Es ist nicht anzunehmen, daB die Chlorophyllase durch das Ver- 
fahren der Darstellung der Zellsubstanzen an die Chloroplastensubstanz 
adsorbiert wird. Denn es gelang Willstdtter (1910) erst beim Abpressen 
des frischen Blattbreies unter 250 Atm. Druck einen Teil der Chloro- 
phyllase zu isolieren. Mayer (1930), der diese Angaben Willstitters 
weiterverfolgte und das Zerreiben der Blatter mit einem Zusatz von 
Calciumcarbonat und verschieden stark gepufferten Lésungen aus- 
fiihrte und den Blattbrei nach mehrtagiger Autolyse unter 350 Atm. 
Druck abpreBte, konnte ebenfalls nur einen geringen Chlorophyllase- 
gehalf des PreBsaftes nachweisen. Er erzielte auch dadurch keine 
Steigerung der Wirksamkeit, daB er chlorophyllasehaltigen PreBsaft 
sowie eine Aufschwemmung destruierter Chloroplasten mit verschiedenen 
Adsorbentien wie Talkum, Kaolin oder frisch bereitetem Aluminium- 
hydroxyd C schiittelte. 

Der bei der Darstellung der Zellbestandteile erhaltene Riickstand, 
enthaltend die Zellwandsubstanz, bewirkte eine Spaltung zugesetzten 
Chlorophylls, die jedoch abnahm, je mehr bei der Reinigung die Griin- 
farbung verschwand. Es ist sicher, daB diese Chlorophyllasewirkung 
wie im Falle der Katalase durch noch im Riickstand enthaltene Zellen 
bzw. Chloroplastenfragmente bewirkt wurde. 


IV. Amylase. 
Der Nachweis der Amylase erfolgte nach der Wohlgemuthschen 
Dextrinierungsmethode (1908), die in Anbetracht des geringen Amylase- 
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vehalts der Substanzen etwas abgeaéndert wurde. So mufbten die Ver- 
suche von 24 auf 48 Stunden ausgedehnt werden. Die Versuchsansatze 
wurden deshalb mit Thymol versetzt, das nach Untersuchungen 
Sjobergs (1922) keinen EinfluB auf die Amylasewirkung ausiibt. Fiir 
die zu jedem Versuch frisch mit Pufferlésung hergestellten Starke- 
lisungen wurde ,,lésliche Starke Kahlbaum* benutzt. Cytoplasma- 
und Chloroplastensubstanz wurden im Essigsaureacetat-Puffergemisch 
(px 5,0) suspendiert. Das _ Restfiltrat (wasserlésliche Fraktion) 
wurde mit NaOH auf den px-Wert von 5,0 gebracht. Es gelangten 
immer je 20 cem Suspension und 50 bis 100 cem Restfiltrat mit der 


gleichen Menge 0,1 °,iger Starkel6sung verdiinnt zur Anwendung. Die 
Versuche wurden bei 40° ausgefiihrt, die Glaser nach Beendigung in 
Eiswasser gestellt und mit je 10 cem verdiinnter HC! versetzt. Zu den 
klaren, wenig gefarbten Filtraten wurde tropfenweise n 20 Jodlésung 
hinzugegeben. 

Wohlgemuth bezeichnet als unterste Grenze der Wirksamkeit 
(limes) das Glaschen, welches die violette Farbe zeigt. Die diastatische 
Kraft fiir 1 com Fermentlésung bezeichnet er mit )) und gibt bei jedem 
Versuch gleichzeitig die Temperatur und die Zeit an, bei der gearbeitet 
wurde. Unter Beriicksichtigung der Abanderungen der Methode gibt 
die Bezeichnung Di’. , 
48 Stunden bei 40° durch 1g Trockengewicht Chloroplastensubstanz 
zu Erythrodextrin abgebaut werden. 


also an, wieviel ccm 0,1 °,ige Starkelésung in 


Die einzelnen Fraktionen aus den Spinatblattern zeigten eine groBe 
teduktionsfihigkeit gegeniiber Jod. Diese ist wahrscheinlich durch 
die Anwesenheit von Ascorbinséure bedingt. Es sind deswegen mehr 
als 1 bis 2 Tropfen Jodlésung hinzuzugeben, um eine konstante Blau- 
oder Rotfarbung zu erzielen. Ferner war zu beachten, daBs die Re- 
duktionsfahigkeit durch langeres Kochen merklich erhéht wurde, 
weshalb die Kontrollen nur kurz bis zum Kochen erhitzt wurden. Dies 
berichten auch Mec Henry und Graham (1935) in einer Arbeit iiber die 
Bestimmung der Ascorbinsaéure durch Titration: ,,... we observed that 
in the case of cauliflower, carrots, parsnips, beets and potatoes, the 
titration value was higher in the cooked than in the raw food**, und 
vermuten, da: ,,... this amount is augmented by hydrolysis caused 
by heating’. Nach Holtz (1940) ist in tierischen Geweben und in zell- 
freien tierischen Organextrakten ein durch Salzsaure oder proteolytische 


Fermente spaltbarer Ascorbinsdéure-EiweiBkomplex vorhanden !. 


* Anmerkung bei der Korrektur. Ob die durch Kochen bewirkte Er- 
héhung der Reduktionsfahigkeit in erster Linie auf Freilegung von Ascorbin- 
sdure beruht, diirfte durch die Untersuchungen von Wachholder und Okrent 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 254, 1940) fraglich geworden sein, die 
damit die Angaben von Fujita und Ebihara (diese Zeitschr. 301, 229, 1939) 
hestatigen. 
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Bei der Untersuchung der Fraktionen wurde nun gefunden, «a(} 
nur Suspensionen von Chloroplastensubstanz einen Starkeabbau be 
wirken. Weder in starken Cytoplasmasuspensionen, noch in Restfiltrat 
mengen von 50 bis 100 ccm konnte eine Dextrinierung nachgewiesen 
werden, auch dann nicht, wenn die Versuche auf 3 oder 4 Tage ausgedehnt 


wurden (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. Amylase. 
20cem Starkelésung (0,1° ig); Versuchsdauer 48 Stunden; py = 4,95: 
¢= 40°, 





6 Bn yg Fiirbung nach Jodzusatz 
Chloroplasten- ‘ ‘ P . 
substanz ‘ 4 i Mittel 


0,45 blau blau blau | blau blau 
0,50 blauviolett pa se | rotviolett eo 
0,55 rotviolett blauviolett rotviolett) rot hellblau 
0,60 rot rotviolett rot | gelbrot  blauviolett 
0,65 gelbrot rot gelb | gelb rotviolett 
0,70 gelb gelb me “ rot 


pie 33,4 30,8 33,4 36,4 28,6 32.5 





i 
| 


In einer Versuchsreihe wurden zum Vergleich Chloroplasten- 
substanzen, die ein Jahr alt und als Trockensubstanzen in Reagens- 
glaser eingeschmolzen waren, benutzt. Auch diese Chloroplasten- 
substanzen hatten noch eine deutliche Amylasewirkung. 

Die Untersuchung des bei der Darstellung der Zellsubstanzen 
erhaltenen Riickstandes, enthaltend die Zellwandsubstanz, ergab offen- 
bar aus den schon S. 361 und 366 angefiihrten Griinden noch Amylase- 
wirkung. 

Die Autolysatuntersuchung ergab schon nach 3 Tagen einen Anstieg 
der Fermentwirksamkeit, die am gréBten nach 4 Wochen war. Auch 
wurde die Amylase im weiteren Verlauf der Autolyse nicht zerstért. 
sondern lieB sich noch nach einem Jahr mit Sicherheit nachweisen 
(Tabelle IX). Der Anstieg der amylatischen Wirksamkeit ist vielleicht, 


Tabelle IX. Amylase, Autolysat von Blatterextrakt. 
30cem Starkelésung (0,1% ig); po = 4,95; 30cem Autolysat; Versuchs- 
dauer: 96 Stunden; ¢ = 40°. 








Alter Fiirbung nach Jodzusatz 
des Autolysats * 





24 Std. blauviolett | rotviolett 
3 Tage rotviolett | rotviolett rot 

1 Woche "a rot és 

3 Wochen rot gelbrot gelbrot 
4 Wochen gelbrot és gelb 

1 Jahr rotviolett rot rotviolett 
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ibgesehen von einer Enzymfreilegung durch Proteolyse, auf, Zerstérung 
der Ascorbinséure im Laufe der Autolyse zuriickzufithren, da nach 
Weidenhagen (1936) und Janicki (1939) Gersten- und Weizenamylase 
lurch Ascorbinsaure infolge einer Dehydrierung der letzteren reversibel 
vehemmt werden. 


V. Saccharase. 


Aus Griinden, die bereits Nurmia (1935) dargelegt hat, eignet sich 
uum Nachweis des durch Saccharasewirkung entstandenen Invert- 


zuckers in Blattmehlen und -substanzen am besten die Methode der 
Zuckerbestimmung von Bertrand. Der Ansatz und die Aufarbeitung 
der Versuche wurden nach der von Nurmia angegebenen Methode aus- 
gefiihrt. Die Substanzen wurden in 80 ccm Essigsdéureacetatpuffer 


px = 6,10) suspendiert und nach Zugabe von 20 ccm 5 °,iger Saccharose- 
lisung in einen Wasserthermostaten von 30° eingesetzt. Nach 1, 2, 3 usw. 
Tagen wurde in je 20 ccm der Versuche und der Kochsaftkontrollen 
die gebildete Menge Invertzucker bestimmt, nachdem zum Erzielen 
klarer Loésungen etwas neutrales Bleiacetat hinzugegeben und das Blei 
mit Dinatriumphosphat entfernt worden war. 


Die Saccharase war in allen Fraktionen nachzuweisen. Die gréBte 
Wirksamkeit zeigte die Cytoplasmasubstanz, etwa halb so wirksam 
war die Chloroplastensubstanz und die geringste Wirkung zeigte das 
testfiltrat (wasserlésliche Fraktion) (Tabelle X). Die Werte (mg Invert- 
zucker) wurden auf 0,1 g Trockengewicht umgerechnet, das Restfiltrat 
auf 10 cem. 

Nurmia (1935) untersuchte u.a. die Wirksamkeit von Blattmehlen 
aus Blattern, deren Mittelrippen entfernt waren, und aus Blattrippen 
und kommt zu dem SchluB, daB der Sitz der Saccharase in erster Linie 


in den Blattrippen und -stielen ist. Es wurden deshalb Extrakte aus 
gleichen Mengen Blattern, Blattrippen und Blattern ohne Rippen 


Tabelle X. Saccharase. 


Pu = 6,10; t = 30°. 





10 cem Restfiltrat 


Cytoplasmasubstanz 0,1g Chloroplastensubstanz Cwasseriieliche Substanz) 


Untersuchung 
nach - 
Mittel : ‘ Mittel 2 3 Mittel 


23 «Std. 54 31 f ) 32 

47.5 Di 76 6: 5S 5S 60 

69,5 164 96 10 2° 100 

94,5 y 298 133 3 139 
116 


(mg Invertzucker) 
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Tabelle XI. Saccharase. 
10cem Blatterextrakt. Il = 10 ccm Blattrippenextrakt. 
Lil 10 cem Extrakt aus Blattern ohne Rippen. 
Pu = 6,10; .¢ = 30°. 





II 


Untersuchung 
nach 


“1 | 2 | 3 | Mitte) 1 | 2 | 3 | Mittel 

23 «Std. 124 127;155 185 119:112;110; 113 47° 43 
At: 259 248} 263 (187 167|)171! 175 85 84} 
69,5 ,, 435 456'423 438 391 308 357 352 138 140 
94,5 ,, 653 720'660 678 604 556636 599 165 160 


(mg Invertzucker) 


hergestellt und in ihrer Wirkung verglichen (Tabelle XI). Dabei fande 
die Angaben Nurmias ihre Bestatigung: denn die Extrakte aus Blitten 
und Rippen sind stark wirksam, der Extrakt aus den Blattern ohn 
Lippen dagegen weit weniger. Dies Ergebnis steht in guter Uberein. 


stimmung mit dem Befund, da die Saccharase in gréBerer Menge i) 
der Cytoplasmasubstanz gefunden wurde, denn bei der Essigsaiur 


fallung der Extrakte aus Blattrippen wurden gréBere Mengen Cyto- 
plasma- als Chloroplastensubstanz erhalten, wahrend die Fallung de: 


Blatterextrakte stets mehr Chloroplasten- als Cytoplasmasubsta: 


ergeben. Es ist daher zu vermuten, dab die gréBere Wirksamkeit de: 


Rippen darauf beruht, daB diese mehr Cytoplasma- als Chloroplasten 
substanz enthalten. 

Auch im Riickstand der Darstellung der Zellbestandteile (Zellwand 
substanz) war Saccharasewirkung nachzuweisen (s. oben). 

Wiahrend der Autolyse zeigte sich ahnlich wie im Falle der Amylas 
ein Anstieg des Spaltungsvermégens gegentiber Rohrzucker mit einen 
Maximum nach 3 Wochen (Tabelle XII). Die Ursache hierfiir diirft 
auch hier in erster Linie auf Zerst6rung der Ascorbinsaéure zuriick 
zufithren sein, da nach Weidenhagen (1936) die f-h-Fructosidase, ai 
Hefe isoliert, durch Ascorbinsdéure reversibel gehemmt wird. 


Tabelle XII. Saccharase. Autolysat von Blatterextrakt 


pu = 6,10; ¢ = 30°. 





Untersuchung Alter des Autolysats 


nach 


94 Std. | 72 Std. | 8 Tage | 14 Tage | 3 Wochen | 4 Woch 
23 «Std. 60 95 233 268 162 148 
i 0 ae 100 120 305 340 442 200 
68,5 +» 112 135 333 37 568 384 
94,5': 128 157 421 496 734 621 


(mg Invertzucker) 
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Besprechung der Ergebnisse. 

Die vorliegende Untersuchung kann nur einen orientierenden 
Uberblick iiber die Fermentverteilung in den untersuchten Zellfraktionen 
veben (s. Tabelle XIII). Denn, abgesehen von der Tatsache, da der 
Chloroplastensubstanz nach den Angaben von Menke noch gewisse 
Mengen Cytoplasmasubstanz beigemischt sind, kann nicht entschieden 
werden, ob bei der Darstellung der Fraktionen nicht teilweise sekundire 
Adsorptionen von Fermenten an andere Fraktionen stattfinden und 
unter Umstianden Abspaltungen eines Co-Ferments bei der Aufarbeitung 
eine Rolle spielen. 


fabelle XITT. Fermentaktivitat in den untersuchten Fraktionen. 





Katalase Peroxydase Chlorophyllase Amylase Saccharast 


Chloroplastensubstanz. . 
Cytoplasmasubstanz 
Wasserlésliche Substanz Spuren 


gering 
DafB Katalase sowohl in der Chloroplasten- als auch in der Cyto- 
plasmasubstanz gefunden wurde, und zwar mehr in der Chloroplasten- 
substanz, steht damit im Einklang, daB die Katalase sowohl fiir die 
Atmung als auch fiir die Photosynthese als mitwirkendes Enzym an- 
erkannt wird. Die gréBere katalatische Wirkung der Chloroplasten- 
substanz kénnte mit der Tatsache zusammenhangen, dal} die Assimi- 
lationsleistung die Atmungsleistung bei weitem iibersteigt. Nach 
Menke ist das mengenmaBige Verhaltnis von Chloroplastensubstanz 
zu Cytoplasmasubstanz = etwa 2:1: demnach ist die Chloroplasten- 


substanz katalatisch ungefahr viermal wirksamer als die Cytoplasma- 


substanz. Tatsachlich sind die Chloroplasten noch wirksamer, da, 
wie erwaihnt, der untersuchten Chloroplastensubstanz noch Cytoplasma- 
substanz beigemischt ist. 


Die Behauptung einer Mitwirkung der Katalase bei der Photo- 
synthese als eines Ferments, das den Assimilationssauerstoff freisetzt, 
ist allerdings nicht unbestritten geblieben. So glaubt Gaffron (1939), 
daB ein von Wasserstoffperoxyd verschiedenes Peroxyd die Quelle des 
Assimilationssauerstoffs darstellt und von einem Ferment gespalten 
wird, das sich von der Katalase, wenn auch vielleicht nur im Ejiweib- 
trager, unterscheidet. Die vorliegenden Versuche sprechen jedoch mehr 
fiir die Beteiligung eines wasserstoffperoxydspaltenden Ferments bei 
der Photosynthese, ungeachtet der theoretischen Erwagungen von 
Wohl (1937), nach denen das Entstehen von Wasserstoffperoxyd bei 
der Photosynthese aus energetischen Griinden nicht méglich sein soll. 
Fernerhin schreibt Gaffron der Katalase lediglich die Funktion einer 
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Entgiftung des bei Dehydrierungsvorgangen auftretenden Wasserstot 
peroxyds zu, gegen welches der Assimilationsapparat in der Tat se); 
empfindlich ist. In Anbetracht der Geringfiigigkeit der Atmung gegen 
iiber der Photosynthese ist es jedoch auf dieser Grundlage nicht ein. 
zusehen, weshalb die Chloroplasten besonders groBe Katalasemenger 
enthalten. 

Interessant ist, dafs die Peroxydase nur in der wasserléslichey 
Fraktion gefunden wurde. Unter der allerdings nicht bewiesene, 
Voraussetzung, daB bei der Herstellung der Chloroplastensubstanz 
keine Fermentelution stattgefunden hat, wiirde dies besagen, daB cic 
Peroxydase an der Photosynthese nicht beteiligt ist. Eine Elution de1 
Peroxydase ist jedoch nicht wahrscheinlich, da Willstdtter (1928) bei 
der Darstellung seiner hochgereinigten Peroxydasepraparate erst nach 
Dialyse und Fallung mit Oxalsiure und Bariumhydroxyd wirksame 
PreBsafte erhielt. 

Da der Chlorophyllabbau und eventuell auch die Chlorophy!l- 
synthese durch die Chlorophyllase reguliert wird, ist die Tatsache ver- 
standlich, daB dieses Ferment nur in der Chloroplastensubstanz zu finden 
ist. Dadurch wird der Befund von Mayer (1930), der, ohne auf die Frage 
der Verteilung des Ferments einzugehen, ebenfalls eine starke Chloro- 
phyllasewirksamkeit von Chloroplastensubstanzen fand, bestitigt. 

Da Amylase nur in der Chloroplastensubstanz gefunden worden ist, 
steht gut mit der Tatsache im Einklang, daB die Starke in den Chloro- 
plasten lokalisiert ist und dort den bekannten Abbauvorgangen unterliegt. 
Und ebenso ist es verstindlich, daB sich die Hauptmenge der Saccharase 
in der Cytoplasmasubstanz befindet, da der Rohrzucker sich aller 
Voraussetzung nach in der gréBten Menge im Cytoplasma bzw. in den 
Vakuolen befindet, wobei natiirlich zu beriicksichtigen ist, daB bei der 
Fallung der Cytoplasmasubstanz ein etwa in den Vakuolen vorhandener 
Saccharaseanteil mit ausgefallt wird und somit iiber den Saccharasegehalt 
der wasserléslichen Fraktion nichts ausgesagt werden kann. 


Zusammenfassung. 

Die Méglichkeit, den Zellinhalt griiner Blatter in die Fraktionen 
Chloroplastensubstanz, Cytoplasmasubstanz, wasserléslichen Anteil und 
Zellwandsubstanz praparativ zu zerlegen, wurde zu einem Versuch der 
Lokalisationsbestimmung einiger Fermente in den Blattzellen des 
Spinats benutzt. 

Starke Katalasewirkung fand sich in Chloroplasten- und Cyto- 
plasmasubstanz: die wasserlésliche Fraktion war katalatisch nahezu 
unwirksam. 


Peroxydatisch wirksam erwies sich nur die wasserlésliche Fraktion 
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Chlorophyllatisch und amylatisch wirksam war nur die Chloro- 
plastensubstanz. 

Saccharasewirkung war dagegen in allen drei Fraktionen vorhanden, 
in der wasserléslichen Fraktion allerdings nur in geringem Mabe. 

Die Zellwandfraktion enthielt samtliche der untersuchten Fermente, 
wenn auch nur in geringer Menge. Dies ist wohl gréBtenteils auf die 


Beimischung nicht aufgeschlossener Zellen zuriickzufiihren. 
Wahrend der Autolyse stieg die Wirksamkeit der Amylase und der 
Saccharase, was auf Zerst6rung der diese Enzyme reversibel hemmenden 


Ascorbinsaure zuriickzufiihren sein diirfte. 


Herrn Professor Dr. AK. Noack danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und fiir Uberlassung von Mitteln seitens der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft. Ebenso danke ich Herrn Dr. W. Menke fiir seine Unter- 
stlitzung. 
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‘ber eine quantitative Bestimmung von Bromaceton. 
| Von 
Hi. Gohr und B. Thiekétter. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik Lindenburg, Kéln.) 
(Eingegangen am 19. April 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Sowohl in der Medizin wie auch in der Technik spielt die Sorption 
von Gasen und Dampfen eine groBe Rolle. In der Medizin handelt es 
sich vor allem um die quantitative Erfassung von organisch-chemische: 
Korpern in der Ausatmungsluft. Sie erméglicht erst genaue Bilanzen 
z. B. der Ketokérper usw. In der Technik ist es in erster Linie dic 
Wiedergewinnung von Lésungsmitteln [Krezil (1 und 2)],z. B. Ather, Alko 
hol, Aceton und Kohlenwasserstoffen, welche beispielsweise bei der Her 
stellung von Kunst- und Sprengstoffen, der Benzinsynthese, der Benzol.- 
gewinnung aus Kokereigasen, bei der Extraktion von Sojabohnen usw 
groBe Bedeutung hat. In anderer Hinsicht ist die Kenntnis der Grenz 
flachenerscheinung bei der Sorption von Gasen und Dampfen, z. B. an 
Kohle und Kieselséuregel, von nicht geringem theoretischem Interesse 
[Ponndorf und Knipping (3).] 

Im Rahmen von systematischen Untersuchungen, welche in diese: 
Richtung im hiesigen Laboratorium von uns durchgefiihrt werden 
muBte auch ein Kérper mit relativ hohem spezifischem Gewicht bei 
verhaltnismaBig niedrigem Siedepunkt in den Kreis der Erwagungen 
gezogen werden. Wir haben fiir diesen Zweck Bromaceton gewahit 


Das Molekulargewicht von Bromaceton (CH,-CO-CH,Br) ist 136.9 


Es handelt sich um eine wasserhelle Fliissigkeit mit dem Siedepunkt 136.5 


und dem spezifischen Gewicht 1,6. Das Litergewicht des Dampfes betragt 
5,69 g. Bromaceton ist in Wasser wenig, in Alkohol und Aceton leicht 
léslich. Beim Aufbewahren verfarbt es sich dunkel, anscheinend durc} 
Polymerisation. 


Die Gegenwart von Bromaceton karfm qualitativ durch eine gewisse 


Schleimhautreizung und entsprechende Reizbeantwortung (Tranen 


sekretion) auch in geringer Konzentration leicht ohne chemische Analyse 


festgestellt werden. Fiir unsere Untersuchungen muBte eine Method 
zur quantitativen Bestimmung entwickelt werden. 

Da sich Bromaceton zum Studium der Sorption als Testsubstanz 
sehr gut eignet, soll diese Methodik mit einigen Beobachtungen hin 
sichtlich der Sorption von Bromaceton an Kieselséuregel hier wieder 
gegeben werden. Das zu unseren Versuchen verwandte Bromacetor 
wurde von uns selbst nach Angaben von Sartori (4) dargestellt. 
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a) Darstellung des Bromacetons. 


In einen Kolben von etwa 300 ccm mit RiickfluBkiihler und Tropf- 
trichter gibt man 30g Aceton, 30 ¢ Essigsiure, 120 ccm Wasser. 

Man erwarmt im Wasserbad bis 70° und lat dann durch den Tropf- 
trichter 91g Brom langsam hinzutropfen, wobei man das Reaktions- 
gemisch dem direkten Licht einer 750-Watt-Lampe aussetzt. Nachdem 
sich die Fliissigkeit entfarbt hat, fiigt man etwa 60 com Wasser zu, kiihlt 
ib und gibt gesittigte Sodalésung zu. Das abgeschiedene 01 wird im 
Scheidetrichter abgetrennt, getrocknet und durch Destillation im 
Vakuum gereinigt. Das reine Bromaceton ist eine farblose Fliissigkeit, 
die bei 8mm Hg einen Siedepunkt von 31,4°C aufweist. 


bh) Quantitative Bestimmung von Bromaceton. 


Da es sich um eine halogenhaltige organische Substanz handelt, 
muBte das Brom nach Zerst6rung der organischen Substanz bestimmt 
werden kénnen. Nach Angaben von Sartori (4) entsteht bei der Be- 
handlung von Bromaceton mit alkoholischer Kalilauge Propanketon 
und Kaliumbromid. Nach langen Versuchsreihen kamen wir zu folgender 
brauchbaren Methode: 

Prinzip. 

Bromaceton wird in alkoholischer Kalilauge gelést: dabei bildet 
sich Kaliumbromid. Nach Ubersattigung mit Schwefelsaure laBt sich 
das Brémion nach den iiblichen Methoden mit Hilfe von Silbernitrat, 
Rhodanammonlésung und Eisenammoniakalaun als Indikator titri- 
metrisch erfassen. 

Reagenzien. 
1. Alkoholische Kalilauge: 40g KOH, 125ccm Aqua dest., 875 ccm 
96°, iger Alkohol. 
10°, ige Schwefelsaure. 
.n/10 Silbernitratlésung. 
.n/10 Rhodanammonlésung. 
Eisenammoniakalaun als Indikator. 


om oo bo 


Aus fiihrung. 

Eine bestimmte Menge einer Lésung von Bromaceton in alkoh. 
KOH (etwa 10 ccm) wird zunachst mit verdiinnter Schwefelsaure (10 °,) 
angesauert, bis die braunliche Farbe der Lésung in hellgelb umschlagt 
und klare Lésung eintritt: darauf wird mit n/10 Silbernitratlésung im 
UberschuB versetzt. Zu dem Gemisch gibt man ein Kérnchen Eisen- 
ammoniakalaun und titriert den Uberschu8 der n/10 Silbernitratlésung 
mit n/10 Rhodanammonlésung zuriick. Aus dem Volumen der ge- 
bundenen n 10 Silbernitratlésung laBt sich die vorhandene Menge 
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Bromaceton leicht berechnen. (1 eem n/10 AgNO, 7.9916 mg Brom 
bzw. 13,69 mg Bromaceton). 
Beispiel. 

1 com Bromaceton 1,6 9 wird in alkoholischer KOH gelést, im Mi 
kolben auf 100 cem aufgefiillt und 2cem dieser Lésung zur Analyse ve 
wandt. Verbraucht 2,34 cem n/10 Silbernitrat. 

2,34 - 13,69 32,034 mg Bromaceton in 2 cem 
50 - 32,029 1601,500 mg = 1,601 g in 100 com 

Die Analyse stimmte nur dann ganz genau, wenn reines, klares Bron 
aceton vom richtigen Siedepunkt verwandt wurde. Bei Praparaten, di 
dunkel gefarbt waren, wurden oft Analysenwerte von 1,7 und 1,8 g pro cen 
gefunden. Das héhere spezifische Gewicht dieser verunreinigten Substany 
lie} sich auch mit der Waage kontrollieren. 

Nach unserer Erfahrung ist der Titrationsumschlag und daher «i 
Genauigkeit der Ergebnisse am besten, wenn wir bei Mengen iiber 2 my 
Bromaceton in 10 cem alkoholischer KOH mit n/10 Lésungen und Miki 
biirette arbeiten. Sind dagegen die Konzentrationen noch geringer, z. 
1 mg Bromaceton in 5 oder 10 eem alkoholischer KOH, so kommt man bx 
der Titration mit n/10 Lésungen nicht aus, sondern mu n/50 oder n/ 100 
Lésungen verwenden. Die Schwierigkeit beim Arbeiten mit diesen vei 
dimnten Lésungen liegt darin, daB hier der Endpunkt der Titration mu 
schwer zu erkennen ist. Es gehért schon einige Ubung dazu, um hier genaw 
Werte zu finden. 


c) Adsorption des Bromacetons an Kieselsiuregel. 

Fiir unsere Arbeiten war es von grober Wichtigkeit, ein Adsorptions. 
mittel zu finden, das die Bromacetondiémpfe aus einem Luftgemisc! 
aufnimmt. Hierbei kam es darauf an, die Adsorption quantitativ zu 
verfolgen. Als Adsorptionsmittel wahlten wir mittelporiges Kiesel. 
siuregel von der Firma Herrmann, K6ln-Bayenthal. 

Wahrend man bei der Adsorption von reinen Bromacetondampfen 
die Gewichtszunahme des Adsorbens zur quantitativen Kontrolle der 
Adsorption benutzen kann, fiihrt diese Methode bei einem Bromaceton- 
Luftgemisch wegen der gleichzeitigen Aufnahme von Wasserdaimpfen 
zu ungenauen Resultaten. Wir haben daher zunachst als Kontrolle fiir 
die adsorbierte Menge die Gewichtsabnahme des mit Bromaceton 
fiillten Wageschalchens, das als SattigungsgefaB diente, gewahlt. 

Ein genaueres Mai fiir die Adsorption ist die direkte Bestimmung 
des von der Kieselsiure aufgenommenen Bromacetons. Auer de! 
Gewichtszunahme der Adsorptionsréhren, von der wir wegen der oben 
genannten Griinde absahen, gibt es noch verschiedene Wege. Man 
kann einmal das adsorbierte Bromaceton mit tiberhitztem H,O-Dampt 


vom Adsorptionsmittel lésen und dann bestimmen. Diese Methode ist 
von Ponndorf und Knipping bei der Adsorption von Bromaceton- 
daimpfen angewandt worden. Es besteht auch die Méglichkeit, mit 
irgendeinem organischem Lésungsmittel wie Benzin, Tetrachlorkohlen 
stoff, Alkohol und alkoh. KOH das Bromaceton dem Adsorbens 71 
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entziehen und dann nach der oben angegebenen Methode zu 
stimmen. Wir haben nach beiden Arten gearbeitet. 


Versuchsanordnung. 
]. Adsorption. 

Auf der heizbaren Platte eines Exsikkators, dessen Deckel ein Loch 
fiir Luftzutritt hat, wird eine bestimmte Menge Bromaceton in einem 
breiten Wageglaschen auf 40 bis 50° C erhitzt. Die dabei aufsteigenden 
Bromacetondimpfe werden im Luftstrom mittels einer Wasserstrah]- 


pumpe durch mehrere Réhren gesaugt, die Kieselsauregel enthalten. 


Mese/saurege/- Wasserstroh/- 
pumpe 





Luf¥zutritt 





Werstand 





Es ist zweckmabig, noch ein oder mehrere Waschflaschen mit alkoholi- 
scher Kalilauge anzuschlieBen. Auf diese Weise ist es méglich, in der 
alkoholischen Kalilauge durch Reagensglasversuch festzustellen, ob 
alles Bromaceton in den Adsorptionsré6hren adsorbiert worden ist, oder 
ob noch Dampfe durchgetreten sind. Auch hat man durch Feststellung 
der in den Waschflaschen pro Sekunde auftretenden Blasenzahl ein 
Mittel, die Str6mungsgeschwindigkeit zu beobachten und zu regulieren 

Die genaue Anordnung des Versuchs ist aus obiger Abbildung zu 
ersehen. Nach geniigender Adsorption wurde die Wasserstrahlpumpe 
abgestellt und nach Erkalten das Wageglischen mit Bromaceton 
zuriickgewogen. Der Gewichtsverlust muBte gleich sein den von der 
Kieselsiure adsorbierten Mengen Bromaceton. Trotz sorgfaltigen 
Arbeitens ergaben sich bei dieser Arbeitsweise zuweilen geringe Verluste 
von Bromaceton, die nicht erfaBt wurden. 

Die Methodik wurde daher etwas geandert : Man erhitzt die Exsikka- 
torplatte auf 40 bis 50° und stellt die Wasserstrahlpumpe an. Dann 
fiihrt man durch die Exsikkator6ffnung mit einer Pipette 1 com Brom- 
aceton in das auf der Heizplatte befindliche Wageglaschen ein. Nach 
VersuchsabschluB (ungefahr 4 bis 5 Stunden) laBt man bei standigem 
Weitersaugen der Wasserstrahlpumpe erkalten, bringt dann, ebenfalls 
durch die Deckeléffnung, mit einer Pipette 20 bis 30 cem alkoholische 
Kalilauge in das Wageglaschen und stellt sofort die Wasserstrahlpumpe 
ab. Die erhaltene Lésung wird quantitativ in einen 100-cem-MeBkolben 
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gefiillt und alkoholische Kalilauge bis zur Marke zugegeben. Dur 
Titration eines aliquoten Teiles nach unserer Methode und entsprechend 
Umrechnung laBt sich der Bromacetonriickstand feststellen. Zur E: 
mittlung der adsorbierten Menge fiillt man mit der vorher benutzte: 
Pipette 1 ccm = etwa 1,6 g Bromaceton in einen 100-ccm-MeBkol be: 
fiillt mit alkoholischer Kalilauge auf und ermittelt dann titrimetrisc| 
den Bromacetongehalt. Der Wert muB ungefahr bei 1,6 g liegen. Di: 
Differenz der beiden Bromacetonwerte ist dann gleich der verdampfter 
Menge Bromaceton, die wir in den Kieselséureréhren wiederfinde: 
miissen. 

Bei der geschilderten Arbeitsweise sind Bromacetonverluste fast 
ginzlich vermieden. Bei unsern letzten Versuchen benutzten wir an 
Stelle des Exsikkators kleine Waschflaschen. Auf diese Weise konnt: 
durch die bessere Beriihrung von Luft und Bromaceton eher ein 
Sattigung erreicht und die Versuchsdauer auch ohne Erwarmung des 
Bromacetons bedeutend abgekiirzt werden. 

Die geraden Kieselsiureréhren wurden durch U-férmige Adsorptions- 
rohren ersetzt, weil hierbei die Adsorption eine bessere ist. 


2. Quantitative Erfassung des adsorbierten Bromacetons. 
v / e 


Zur direkten Erfassung des adsorbierten Bromacetons haben wir, 
wie schon erwahnt, zwei Methoden versucht : 


1. die Behandlung der Adsorptionsréhren mit Wasserdampf, 
2. die Auswaschung mit heiBer alkoholischer Kalilauge. 


Zur Behandlung mit iiberhitztem Wasserdampf wurde der aus 
einem DestillationsgefaB aus Glas oder Kupfer entwickelte Dampf in 
einem Metallgehause durch eine Bunsenflamme erhitzt, durch Kieselgel- 
rohren getrieben und dann kondensiert. Das Destillat enthalt dann das 
Bromaceton wahrscheinlich in unveranderter Form. Jedenfalls spricht 
dafiir seine Reizwirkung auf die Schleimhaute und die Tatsache, dal 
im Destillat das Brom noch nicht ionisiert ist. Die Fallung von Silber- 
bromid durch Silbernitrat ist namlich erst dann méglich, wenn man mit 
Salpetersaure erhitzt oder alkoholische Kalilauge zusetzt. 

Die Vorlage wird mit 20 bis 50 cem alkoholischer Kalilauge be- 
schickt, das iibergehende Bromaceton wird dann sofort in Kalium- 
bromid verwandelt. Auf diese Weise lassen sich die Verluste noch 
besser vermeiden. Das Destillat wird gesammelt, sein Volumen ge- 
messen und dann in einem aliquoten Teil das Brom titriert. 

Da bei unsern ersten Versuchen die Wiedergewinnung nicht 100 °,ig 
war, haben wir die mit Wasserdampf behandelten Kieselgelréhren auf 
Bromaceton untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die Réhren mit 
heiBer alkoholischer Kalilauge extrahiert und die Extraktionsfliissigkeit 
titriert. Auf diese Weise konnten wir den gréBten Teil des nicht mit 
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dem Wasserdampf tibergegangenen Bromacetons als Kaliumbromid 


wiederfinden. 
Folgendes Versuchsprotokoll zeigt einen von den auf diese Weise 
durchgefiihrten Versuchen. 
Ausgangsmenge 1861.84 mg Bromacetor 
Riickstand im Wageschalchen 355,94 ,, - 


Verdampftes Biomaceton 1505,90 mg Bromaceton 


Wasserdampfdestillation 
Destillat der Rohre 1: 1050 cem Destillat, fiir 50cem 4,9 ¢em n 10 
AgNO,, 13,69- 4,9- 21 1408,70 mg Bromaceton. 
Destillat der Réhre 2: 500 cem Destillat, fiir 50 cem 0,000 n/50 AgNO.. 


Destillat der Réhre 3: 500 cem Destillat, fiir 50 eem 0,000 n 50 AgNO.. 


Extraktion des Kieselgels. 
Extraktion der Réhre 1: 210 cem fir 10 cem, 0,2 n/10 AgNO,, 
13,69 - 0,2 - 21 57,498 mg Bromaceton. 
Extraktion der Roéhre 2: 200 ccm fiir 20 cem, 0,80 n/50 AgNO, 
13,69/5-O0,8- 10 = 21,904 mg Bromaceton. 
Extraktion der Rohre 3: 200 cem fiir 10 cem, 0,2 n/50 AgNO.,, 
13,69/5-0,2- 20 = 10,952 mg Bromaceton. 
Destillat 1403,20 mg Bromaceton 
Extrakt 57,49 
21,90 
Sa 10,95 


Wiedergefundene Gesamtmenge... 1493.54 mg Bromaceton 
Ausgangsmenge 1530.00 ., re 


Wir sehen, daB hier trotz langdauernder Destillation nicht alles 
Bromaceton.mit iiberging. Durch Anderung der Destillationsapparatur, 
die eine bessere Uberhitzung des Dampfes gewahrleistet, und durch 
langeres Durchleiten gelang es, die direkte Wiedergewinnung durch 
Destillation bis auf 97 bis 98°, zu steigern. Es empfiehlt sich trotzdem 
bei Anwendung dieses Verfahrens, die Kieselsaure auf Bromaceton zu 
untersuchen. Bei positivem Ausfall der Reaktion muB dann unbedingt 
eine Extraktion mit alkoholischer Kalilauge angeschlossen werden. 

Die Auswaschung bzw. Extraktion mit alkoholischer Kalilauge 
laBt sich in einfacher Weise durchfiihren. Man fiihrt die Kieselsdure 
in einen Erlenmeyer- oder Rundkolben von 500 ccm iiber und versetzt 
mit etwa 300 ccm alkoholischer Kalilauge. Die vollkommene Lésung 
erfolgt erst nach mehrstiindigem Erhitzen im Wasserbad bei 50 bis 60° 
und 6fterem Umschiitteln. Nach 12 Stunden war stets alles gelést. 

Der Extrakt wird abgenutscht und die Kieselsaure mit verdiinnter 
alkoholischer Kalilauge gut ausgewaschen. Die Filtrate werden ver- 
einigt und ein aliquoter Teil zur Titration verwendet. 
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Auch hier soll einer von den vielen Versuchen angegeben werden, 
Ausgangsmenge: 1 cem Bromaceton, titriert 
Riickstand auf 100 cem aufgefiillt, titriert O15 ¢ 
Verdampftes Bromaceton 1,530 o 
Wiedergefunden wurde nach mehrstiindiger Extraktion mit alkoho!| 
scher Kalilauge in der Warme (55 bis 60°): 
Rohre 1: 410 cem Extrakt, fir 10 cem 2,6 cem n/10 AgNO... 
13,69 - 2,6- 41 1459.35 mg Bromaceton. 
Roéhre 2: 300 cem Extrakt, fiir 10 cem 0,1 cem n/10 AgNO... 
13,69 - O,1- 30 41,07 mg Bromaceton. 
Réhre 3: 300 eem Extrakt, fiir 10 cem 0,125 cem n/50 AgNO 
13,695 - 0,125. 30 10.27 mg Bromaceton. 
In der Waschflasche mit alkoholischer Kalilauge war kein Bromaceto: 
mehr vorhanden. 


Demnach: Réhre 1459.35 mg Bromaceton 
41,07 


10,27 
1510.69 mg Bromaceton 


Also wurden von 1530,0 mg Bromaceton rund 1511.0 mg Brom 
aceton wiedergefunden. 

AuBer mit alkoholischer Kalilange konnten wir auch bei eine 
Extraktion mit Alkohol befriedigende Resultate erhalten. Es muB aber 
dann fiir die Titration zur Lonisation des Bromacetons Kalilauge zu- 
gesetzt werden. 

Die Untersuchungen iiber die Adsorptionsverhaltnisse von Brom- 
aceton an Kieselséuregel und Kohle werden von H.Gohr mit Unter- 
stiitzung der Firma Herrmann weiter durchgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


Es wurde eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Brom 


aceton angegeben. Sie beruht auf dem Prinzip, daB Bromaceton durch 
alkoholische Kalilauge zerlegt wird, wobei sich Kaliumbromid _ bildet 
Das Brom wird mit iiberschiissiger Silbernitratlésung als Silberbromid 
gefallt und der Uberschu8 mit Rhodanammon und Eisenammoniak 
alaun zuriicktitriert. Aus der zur Bindung des Broms verbrauchten 
Silbernitratmenge |aBt sich das vorhandene Bromaceton errechnen 
AuBerdem wurden Versuche zur Adsorption des Bromacetons an 
Kieselsiuregel und seine Wiedergewinnung beschrieben. 


Literatur. 

1) Krezil, Adsorptionstechnik. Dresden u. Leipzig, Verlag Th. Stein 
kopf, 1931. — 2) Derselbe, Untersuchung und Bewertung technischer Adsorp 
tionsstoffe. Leipzig, Verlag Akadem. Verlagsges. m. b. H., 1935. 3) Ponn 
dorf u. Knipping, Beitr. klin. Tuberkul. 68, 751, 1928. 4) Sartori, Chemi 
der Kampfstoffe. Braunschweig, Verlag Friedr. Vieweg u. Sohn, 1938. 
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Uber die Ausnutzung des Sonnenlichtes 
beim Wachstum der griinen Pflanzen. 
Von 
J. Komor. 
(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 15, Mai 1940.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Den zahlreichen Arbeiten, die sich mit der Assimilation der Kohlen- 
siure durch die griinen Pflanzen unter der Einwirkung des Lichtes be- 
fassen, ist es bisher noch nicht gelungen, den chemischen Charakter 
dieser Reaktion zu ergriinden und ihre Energiebilanz zu fassen. Da- 
gegen ist die Frage nach dem Anteil des Lichtes, der bei der Assimilation 
in chemische Energie umgewandelt wird, mehrfach mit Erfolg beant- 
wortet worden. 

Als erster erérterte NV. J.C. Miiller! dieses Problem. Sein Versuch, 
eine Differenz in der Lichtabsorption eines lebenden und eines toten 
Blattes festzustellen, scheiterte. In ahnlicher Weise arbeitete Det- 
lefsen?. Weder Miiller noch Detlefsen beachteten die Menge der wahrend 
der Versuche gespeicherten chemischen Energie. Dies tat erst Pfeffer®, 
indem er die von einem assimilierenden Blatte verbrauchte Kohlensaure 
bestimmte. Dieser Kohlensiure ist eine gev7isse Menge Starke und dieser 
wieder ein gewisser Energiebetrag aquivalent. Den Wert der auf das 
Blatt gestrahlten Sonnenenergie entnahm Pfeffer einer Angabe von 
Pouillet. Es ergab sich ein Ausnutzungsfaktor von 0,6°, der auf- 
gestrahlten Sonnenenergie. Spater fiihrten Brown und Escombe+ 
systematische Versuche in dieser Richtung durch. Mit Hilfe eines 
Radiometers wurde die Sonnenstrahlung gemessen. Die Bestimmung der 
wahrend der Assimilation gespeicherten chemischen Energie geschah 
aus dem Gaswechsel. Als ,,6konomischen Koeffizienten** fanden Brown 
und Escombe bei vollem Sonnenlicht etwa 0,66°,, bei Schwachung 
auf den 12. Teil etwa 4°. Methodisch am besten sind die Unter- 
suchungen von Puriewitsch®. Es wurde zum ersten Male die gespeicherte 
chemische Energie durch Messung der Verbrennungswarme der Pflanzen- 
teile bestimmt. Die Ausnutzungsfaktoren, die Puriewitsch fand, liegen 


1 N. J.C. Miiller, Bot. Unters. 1, 339, 1876. 2 Detlefsen, Arb. d. bot. 
Inst. Wiirzburg 3, 534, 1888. — ° Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 332, 1897. 
‘ Brown u. Escombe, Proc. Roy. Soc. Ser. B, 76, 29, 1905. — > K. Purie- 
witsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 58, 210, 1914. 
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zwischen 0.6 und 7,7°,, der aufgestrahlten Energie, und zwar sinkt di; 
Ausnutzung mit steigender Versuchsdauer und steigt mit sinkende; 
Strahlungsintensitat. 

Allen den kurz skizzierten Versuchen ist gemeinsam, daB nur cin 
zelne Pflanzenarten oder Pflanzenteile unter kiinstlich hergestel!te 
Bedingungen kurze Zeit zur Beobachtung gelangten. Aus den erhaltene 
Resultaten lassen sich keine Schliisse auf das allgemeine Verhalten de; 
Pflanzen ziehen. Es schien daher von Interesse, die waihrend eine: 
langen Zeitspanne auf eine gr6éBere Anzahl von Pflanzen gestrah|t 
Energie zu messen und die wahrend dieser Zeit in den Pflanzen aut 
vespeicherte chemische Energie zu bestimmen, um so den wahren Aus 
nutzungskoeffizienten zu erhalten, wie er natiirlichen Lebensbedingunge: 

Freilandbedingungen entspricht. 

Derartige Untersuchungen wurden zuerst 1936 von W. Noddac! 
und J. Komor durchgefiihrt!. Die vorliegende Arbeit enthalt eine EF) 
weiterung und Fortfiihrung der genannten Messungen. 


II. Die Messung der aufgestrahlten Energie. 
Zur summarischen Messung der Sonnenstrahlung und des diffuse 
Lichtes des Tages wurden eine Thermosaule und ein Quecksilbercoul 


lad meter benutzt. AuBerdem ve- 











_ Stattete ein entsprechend ge- 
eichtes Galvanometer momen 
S45 tane Strahlungsintensitaten zi 
— _ messen. In der Abb. 1 ist die 
MeBanordnung = schematisc! 





























wiedergegeben. Die Thermo 

sdule bestand aus 100 hinter- 

einander geschalteten Eli 

menten, deren dunkle Léot- 

stellen in eine Kupferplatt 

von 10-10 qem_ eingelassen 

waren. Diese Platte bildet: 

ven ie py Soames en der Energie eine Wand eines Wasserbades 
das den ganzen Boden det 

Saule und ihre Seiten bis zur Héhe der hellen Létstellen umgab 
Als Metallkombination wurde anfangs Eisen-Konstantan und _ spate! 
das gegen Witterungseinfliisse bestandige Paar V,A-Stahl-Konstantan 
verwendet. Der innere Widerstand der Saule betrug 27,2 Ohm. Der 
optimale auBere Widerstand war ebenfalls 27,2 Ohm. Dieser Wert er 
gab sich einmal aus der Abhangigkeit der Klemmspannung vom auBeren 


1) W. Noddack u. J. Komor, Angewandte Chemie 50; 271, 1937. 
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Widerstand bei konstanter Bestrahlung, zum anderen aus der Kon- 
struktion des Coulometers. Als Strahlungsnormale kam die He fner- 
Lampe in Anwendung, der ein Strahluagswert von 22.8-10-® cal qem sec 
zugrunde gelegt wurde!. Bei der Eichung der Thermosaule in voll- 
standiger Anlehnung an W. Gerlach? durchgefiihrt erhielten wir bei 
Bestrahlung mit der He fner-Lampe aus 1 m Entfernung fiir den auBeren 
Widerstand von 27,2 Ohm eine Klemmspannung von 0,90 - 10-4 Volt 
12%. 

Eine Veranderung der Kiih!wassertemperatur zwischen 13 und 17° C 
zeigte keine auBerhalb des MeBfehlers liegende Abweichung vom an- 
vegebenen Eichwert. Ebensowenig konnte bei einer MeBgenauigkeit 
yon 2°. bis zu einem Einfallswinkel von 75° eine Abweichung vom 
Cosinusgesetz der Beleuchtung festgestellt werden. Dagegen arbeitete 
die Thermosaule in dem notwendigen Intensitatsbereich von 0 bis fast 
1000 energetischen HK nicht linear. Die Messung ergab bis zu 100 
energetischen HK lineare Abhangigkeit von Klemmspannung und 
Strahlungsintensitat. Mit wachsender Strahlungsintensitat jedoch 
wurde die Saule unempfindlicher, und zwar zwischen 550 und 760 
energetischen HK um den fast konstanten Betrag von 12°,. Etwa 
450 energetische HK entsprachen der mittleren Ortshelligkeit: bei 


dieser Strahlungsintensitat wich die Saule um 9°, von der Linearitat 


ab. Um diese GréBe wurde daher der Eichwert der Thermosaule herab- 
gesetzt, der damit endgiiltig 0.82- 10-4 Volt fiir 1 HK in 1m Ent- 
fernung war. 

Ein Galvanometer, dessen Skala in energetischen HK geeicht war, 
konnte zur Messung von momentanen Strahlungsintensitaten an die 
Klemmen (1, 2) (vgl. Abb. 1) angeschlossen werden. Der Héchstwert 
fiir die Ortshelligkeit wurde am 8. Juni 1937 112° Uhr beobachtet. Die 


Strahlungsintensitat war: 785 energetische HK 1.07 cal /qem - min 


auf die horizontale Flache. Zwar haben Messungen der Ortshelligkeit 
groBbe meteorologische Bedeutung in ihren Beziehungen zur _ Solar- 
konstante und zum Triibungsgrad der Atmosphare. L[hr Wesen fiir das 
Pflanzenwachstum ist in ihren Einzelheiten jedoch noch nicht erkannt. 
Deshalb haben wir von vornherein darauf verzichtet, die Messungen 
der Ortshelligkeit regelmaBig durchzufiihren. 

Bei der Messung der aufgestrahlten Energie handelte es sich in 
der Hauptsache darum, eine Summation der Strahlungsenergie iiber 
Wochen und Monate durchzufiihren. Fiir derartige Messungen erwies 


' K. Angstrém, Wied. Ann. 67, 633, 1899; Phys. Zeitschr. 3, 257, 1902; 
W. Gerlach, ebenda 14, 577, 1913; 21, 299, 1920; Zeitschr. f. Phys. 2, 76, 
1920; 4. Kussmann, ebenda 25, 58, 1924; W. W. Coblentz, Bull. Bur. Stan- 
dards 11, 87, 1914. 2 W. Gerlach, Phys. Zeitschr. 14, 577, 1913. 
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sich ein Quecksilbercoulometer von der Art der gebrauchlichen Sti 
zahler als geeignet. Der positive Temperaturkoeffizient der Leitfahigk: 
der Zelle wurde durch ein berechnetes Stiick Reinnickeldraht kompe 
siert. Der Widerstand des Coulometers betrug schon bei einen 
Spannungsabfall von 10-6 Volt 27,2 Ohm und blieb bis 0,1 Volt, wa 
mehr als 103 HK entsprechen wiirde, konstant. Das liegt an der 
Konstruktion der Elektrolytzellen, bei denen es sich praktisch um 
eine Elektrolyse von Quecksilbersalzlésung an Quecksilberelektroden 
handelt, da die Kohlekathode sich mit einer Quecksilberhaut iiberzie})t 
und so als Quecksilberkathode wirkt. Eine galvanische Polarisat io. 
ist also verschwindend gering. Bei der Eichung der Coulometerskal: 
entsprachen 1 Skt. abgeschiedenes Hg = 25,3 +- 0,1 Coulomb. Daraus 
und aus den Eichwerten der Strahlungsnormalen und der Thermosaule 
ergab sich: 

| Skt. abgeschiedenes Hg 192 cal qem. 
Der Kalorienwert der Coulometerskala diirfte mit einem Fehler von 
behaftet sein. 

Die beschriebene MeBanordnung wurde in einem sehr sonniger 
Garten am Niederweilersbachweg (47° 58’ n. B., 79 52’ 6. L.: 372 m ii. M 
in Giinterstal bei Freiburg im Breisgau aufgestellt!. Die Thermosaule 
mubte gegen Luftzug und gegen Verunreinigung durch eine Glasplatte 
geschiitzt werden. Die notwendige Korrektur gab eine zusatzliche 
Unsicherheit von -+-2°,. AuBerdem verursachte der Nullstrom, de: 
an extrem heiBen Tagen maximal 2°, des Gesamtstromes betrug und 
an sehr kalten Tagen und morgens und abends um den gleichen Betrag 
negativ war, einen Fehler von + 1°%,. Die Strahlungsmessung hatte 
somit einen Gesamtfehler von +- 7%. 


Ill. Das Versuchsmaterial und die Bodenbedeckung. 

‘Um einen Mittelwert des Nutzungsfaktors iiber viele Pflanzenarten 
zu erhalten, wurden als Versuchsflachen Rasenstiicke gewahlt, auf denen 
eine groBe Anzahl verschiedener Pflanzen wuchs!. AuBerdem wurden 
noch Messungen an einzelnen Pflanzenarten durchgefiihrt, so an: 
Lactuca sativa capitata (Kopfsalat), Lactuca sativa foliosa praecox 
(Schnittsalat), Lepidium sativum (Gartenkresse), Brassica rapa com- 
munis (Stielmus), Daucus Carota sativus (Karotte). Die Ausnutzung 
des Lichtes durch die Alge Chlorella vulgaris wurde ebenfalls in zwei 
Versuchen bestimmt. 

Die Wachstumsflachen waren nahezu horizontal und lagen in un- 


mittelbarer Nahe der MeBstelle. Von den beiden Rasenstiicken mal 


1 Frau Dr. A. Saemisch bin ich fiir die Uberlassung der Gartenflache: 
und fiir die Bestimmung der Pflanzenarten zu groBem Danke verpflichtet 
Uber die benutzten Pflanzenarten vgl. W. Noddack u. J. Komor, |. c. 
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das eine 9 qm und besaB einen hellen, etwas sandigen Boden (Flache [). 
Es ist nach den Versuchen des Jahres 1936 und im Friihjahr 1937 
gediingt worden. Das andere Stiick hatte bei einer GréBe von 74 qm 
einen dunklen, im tiblichen Sinne fruchtbaren Gartenboden (Flache IT), 
d 


Flachen wurden vor Beginn der Versuche vom Gartner von Hand 


er im Friithjahr 1936 und im Friihjahr 1937 gediingt worden war. Die 


gemaht und das abgemahte Gras sorefaltig entfernt. Der Versuch war 
beendet, wenn die inzwischen gewachsenen Pflanzen den Boden fast 
vollstandig bedeckten. Dann wurde wiederum von Hand gemaht und 
das geschnittene Gras gesammelt und gewogen. Von der gvgesamten 
Menge des Frischgrases wurde ein Teil abgezweigt und fiir die Messung 
der Verbrennungswarme prapariert. 

Die Flachen fiir die Versuche an einzelnen Pflanzenarten hatten 
nur eine GréBe von 0,4 qm und waren in der iiblichen Weise fiir Gemiise- 
bau vorbereitet worden. Eine Kultur der Griinalge Chlorella vulgaris 
wurde in Kiivetten in Anopscher Nahrlésung suspendiert und dem 
diffusen Tageslicht ausgesetzt, dessen Intensitat mit einer Thermo- 
siule jede Stunde gemessen wurde. 

Die Pflanzen bedeckten den Boden nicht liickenlos: ein Teil des 
wifgestrahlten Tageslichtes fiel auf den zwischen den Pflanzen sicht baren 
Untererund. Zur genauen Bestimmung der auf das Versuchsmaterial 
gestrahlten Energie ist es daher notwendig, die Bodenbedeckung und 
das Reflexionsvermoégen des Untergrundes zu kennen. Streng genommen 
muBte noch das Reflexionsvermégen der griinen Pflanzenteile beriick- 
sichtigt werden. Da aber der kahle Boden nur etwa 10°, reflektiert, 
geniigt es, die Reflexion des Bodens auf die Riickseite der Blatter 
illein also einmalige Reflexion anzunehmen. 

Bezeichnet man die Strahlungsintensitat mit J,. die GréBe der 
angestrahlten Flache mit F. die Bodenbedeckung durch die Pflanzen 
mit 4 und das Reflexionsvermégen des Bodens mit r, so fallen 
J,-b-F eal’sec direkt auf die Pflanzen und vom Boden werden auf 
die Riickseite der Pflanzen J, -7r-h- (1 h) - F eal sec reflektiert. Die 
Pflanzen erhalten also insgesamt : 


J SbF - {1 - r (] h) eal Sec. 


Diese Berechnungsweise hat zur Voraussetzung, daB der Boden diffus 
reflektiert. was in erster Annaherung richtig ist. 

Das Reflexionsvermégen der benutzten Bodensorten schwankte 
mit ihrer Bonitat und der jeweiligen Feuchtigkeit zwischen 0.08 und 0,13. 
Wir rechnen fiir alle Versuche mit einer mittleren Reflexion von 0.10. 
DaB dies ohne wesentlichen Fehler erlaubt ist, zeigt eine kleine Rech- 
nung. Setzt man / O.75* und r 0,1, so macht das zweite Glied 


* Dies war ungefahr die mittlere Bedeckung in allen Versuchen. 


Biocheimische Zeitschrift Band 305. 2% 
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in obiger Formel, das den vom Boden an die Pflanzen reflektierten ‘I 


der Strahlung darstellt, 2,5°,, der Gésamtstrahlung aus. Bei r = 6.4) 
ist dieser Anteil 2.0°% und bei r = 0,13 ist er 3,3°,. Zudem hatte das 
teflexionsvermégen der sandigen Flache nur in sehr ausgetrockneten 


Zustande den hohen Wert von r 0:13: 


Oo 


Zur Messung der Bedeckung } kam ein photographisches Verfahrey 
in Anwendung. Die Versuchsflichen wurden, anfangs alle 3 bis 4 Tax: 
spater alle 5 bis 6 Tage durch ein strenges Griinfilter (Durchlassigkeit 
5000 bis 5800 A) photographiert. Dabei bildeten sich die Pflanzer 
dunkel ab, wahrend der Untergrund hell blieb. Durch mehrfaches 
Umkopieren des Negativs mit hart arbeitenden Emulsionen und Ent. 
wickeln mit R6ntgenentwickler wurde eine Reproduktion erhalten 
auf der die Pflanzenteile glasklar waren und unter sich gleiche Durc! 
lassigkeit zeigten. Der Boden war tiefschwarz wiedergegeben und zeigt: 
keine Durchlassigkeit bei einer Empfindlichkeit der MeSanordnung 
von 0,01. 


Die quantitative Bestimmung des bedeckten Anteils wurde in 
folgender Weise ausgefiihrt. Das durch einen Kondensor parallel! ve. 
machte Licht einer Punktlampe fiel auf ein Photoelement von 11,3 qcem 
wirksamer Flache, das mit einem empfindlichen Galvanometer vet 
bunden war. Die Strahlungsintensitat der Lampe war so gewahlt 
da der Proportionalitatsbereich der Photozelle nicht tiberschritten 


wurde. Die hellen Stellen der Umkopien hatten eine wesentlich geringere 


Durchlassigkeit als véllig unbelichtete, ausfixierte Platten. Es multe 
also eine Serie von Bezugsplatten hergestellt werden, deren Schleiet 
die gleiche Durchlassigkeit hatte wie die hellen Stellen der vorbereitete: 
Bedeckungsaufnahmen. Erzeugte die Bezugsplatte, in den Strahlengang 
zwischen den Kondensor und die Photozelle gebracht, einen Ausschlag 

- liber die Flache von 9 - 12 cm? gemittelt — von a2 Skalenteilen des 
Galvanometers und die Umkopie einen mittleren Ausschlag von y Skalen 
teilen, so war die Bedeckung ) = 1 — y/x. Die einzelnen so erhaltenen 


Werte lieBen, in einem Diagramm gegen die Zeit aufgetragen, die mittlere 


Bedeckung graphisch entnehmen, die einen Fehler von -}- 2%, hatte 


Bei den Versuchen an Salat wurde die Bedeckung durch Plani- 
metrieren des Negativs, in das ein Mafstab einkopiert war, gemessen 
und in qem angegeben. 


Mit Hilfe der Werte fiir die mittlere Bedeckung und des Reflexion; 
vermégens wurde aus den Angaben des Coulometers die auf die Pflanzen 
gestrahlte Energie ermittelt. Dabei ergab innerhalb der MeBgenauigkeit 
diese Rechnungsart das gleiche Resultat wie die Auswertung aus de! 
Bedeckung jedes Tages und aus der jeden Tag aufgestrahlten Energic 
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IV. Die Bestimmung der aufgespeicherten chemischen Energie. 


Nach dem Arbeitsprogramm sollten die gewachsenen Pflanzen 
moglichst unverandert im Kalorimeter verbrannt werden. Diesem Plan 
stellten sich aber verschiedene Schwierigkeiten entgegen, die haupt- 
sichlich in der Sperrigkeit und der schlechten Verbrennbarkeit des 
frischen Pflanzenmaterials begriindet waren, die aber schlieBlich iiber- 
wunden werden konnten. Das Frischgras wurde nach dem Mahen aus- 
vebreitet und unter mehrfachem Wenden einen halben Tag der Sonnen- 
strahlung ausgesetzt. Dann wurde es gesammelt und gewogen und 
schlieBlich eine Probe von ungefahr 100 g abgezweigt und im Exsikkator 
vetrocknet. Danach lie®B sich das Gras zu einem homogenen Pulver 
zerreiben. Von jeder der so erhaltenen Proben wurden der Stickstoff- 
vehalt, der Aschengehalt und die Verbrennungswarme bestimmt. 


Das verwendete Kalorimeter war eines der allgemein tiblichen 
3auart. Es wurde isotherm bei 18° C gearbeitet. Die ,,spezifische Gang- 
inderung’*, das k der Newtonschen Abkiihlungsformel, das die beste 
Kontrolle der Messungen darstellt, war im Mittel 1,08 -10~3— 0,04 - 10-3. 
Der Wasserwert des Kalorimetersystems wurde mit eingeschmolzener 
reinster Benzoeséiure bestimmt, fiir die nach W.A. Roth! eine Ver- 
brennungswarme von 6317.3 cal/g bei 25°C mit einem Temperatur- 
koeffizienten von 0,23 cal/Grad am wahrscheinlichsten ist. Aus acht 
Messungen ergab sich fiir den Wasserwert: 3251.5 — 0.5, cal Grad. 
Da die ersten Versuche zur Bestimmung der Verbrennungswarme der 
Grassubstanz zeigten, da eine direkte Verbrennung unmédclich ist, 
wurde nach dem Vorschlage von W. A. Roth Paraffiné! mit bestem 
Erfolg als Anreger benutzt. Als wir auBerdem von tiefen zu flachen 
Quarzschalchen tibergingen, konnten fast 300 mg Gras, wenn sie mit der 
gleichen Menge Paraffin6l durchtrankt waren, vollstandig verbrannt 
werden. So gelang auch die ruBfreie Verbrennung von feuchtem Gras. 
das an der Luft in einer Minute mehr als 1° 
Feuchtigkeit abgab. Fiir die Hilfssubstanz, ein Handelsparaffind), 


seines Gewichtes an 


hatten wir aus acht Einzelbestimmungen eine Verbrennungswarme von 
10920 —- 1.8 cal /g ermittelt. 


In der kalorimetrischen Bombe verbrannte der Stickstoff der 
pflanzlichen EiweiBsubstanz ebenso zu Salpetersaure wie der elementare 
Stickstoff, der den Sauerstoff als Verunreinigung begleitete. Bei der 
Titration der ,,sentina’’ hatte man also von dem erhaltenen Wert den 
durch den pflanzlichen Stickstoff gegebenen Anteil an Salpetersaure 
abzuziehen. Dazu war die Kenntnis des Stickstoffgehaltes der Pflanzen 


1 W.A. Roth u. A. E. Lamprecht, Roceznikow Chemii 18, 747, 1938." 
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notwendig. Die Tabelle 1 gibt die Daten der Verbrennungen eine: 


Grasprobe wieder. 


Tabelle I. Verbrennungswarme von Gras. 


Versuch vom 10. Juni bis 20. Juli 1937 auf Flache I. 





Temperatur- Verbrennungs- Verbrennungs 


Gras Paraffinol differenz Korr. wiirme Gras wiirme Gras 
rg g At 9¢ cal eal keal g 
0,2130 0,3460 1,4175 14,2 816.5 3,833 
0,1868 0.3102 1,2670 16,5 715.8 3,832 
0,2496 0,3456 1.4585 17,3 951,0 3,810 
0,2707 0,3349 1,4465 11,5 1034,7 3,822 


Spalte 1 enthalt die verbrannte Menge Gras und Spalte 2 die an 


gewandte Menge Hilfssubstanz. In Spalte 3 steht die bereits korrigiert: 
Temperaturdifferenz. In Spalte 4 ist die Korrektur fiir den Ziindungs. 
draht, die Stromwirme und den elementaren Stickstoff verzeichnet 
Spalte 5 enthalt die Verbrennungswarme der benutzten Menge Gras 
Diese Werte sind in kcal/g umgerechnet und in die letzte Spalte ge. 
schrieben. Als Mittelwert ergibt sich fiir die Verbrennungswarn 
dieser Grasprobe mit einer gr6Bten Abweichung vom Mittel: 


3,824 -+- 0,014 keal /g. 


Die Grasprobe, deren Daten in der Tabelle I stehen, kam in weit- 
gehend getrocknetem Zustande zur Verbrennung. Nun bedingt abe 
die Trocknung eine Anderung des Energieinhaltes gegeniiber dem frische1 
Pflanzenmaterial. Denn in den Zellen der lebenden Pflanzen sind die 
organischen Stoffe und die Salze teils in fester Form, teils in gelésten 
Zustande vorhanden. Bei der Trocknung werden die gelésten Stoff 
ausgeschieden, wobei ihr Energieinhalt verandert wird. Das wahrend 
der Trocknung verdampfende Wasser wird zu einem Teil aus ,,L6sungs. 
wasser’*, zum anderen aus ,,Bindungswasser*: bestehen. Das Lésungs 
wasser wird fast restlos entfernt, und seine Verdampfungswarme aus 
den kapillaren Zellgebilden wird eine andere und wohl gréBere sein 
als die Kondensationswarme, die in der Bombe abgegeben wird. Das 
Bindungswasser der hydratisierten organischen Substanzen wird beim 
Trocknen ebenfalls zum Teil abgegeben werden und damit wird ein Tei 
der chemischen Energie der feuchten Substanz verlorengehen. Di 
meisten dieser bei der Trocknung eintretenden Energieainderungen 
werden in der Richtung einer Energieabnahme gehen, so daB bei der 
Verbrennung weniger chemische Energie bestimmt wird als in det 
Pflanzen vorhanden war. Um diesen Fehlbetrag kennenzulernen, haben 
wir die Abhangigkeit der Verbrennungswarme vom Grade der Trocknunz 
des Grases in folgender Weise untersucht. 
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Feuchtes Gras wurde in mdéglichst kleine Stiicke geschnitten und 
uf Filtrierpapier ausgebreitet 1 Stunde an feuchter Luft liegenge- 
assen. Von einer Probe wurden dann der Aschengehalt, der Stickstoff- 
gehalt und in vier Einzelmessungen die Verbrennungswarme bestimmt. 
Der Rest kam fiir kurze Zeit in einen Exsikkator und gab einen Teil 
seiner Feuchtigkeit und fliichtigen organischen Verbindungen ab. Nun 
wurden wieder von einer Probe Aschengehalt. Stickstoffgehalt und Ver- 
brennungswarme bestimmt. So wurde fortgefahren, bis beim weiteren 
Trocknen tiber Phosphorpentoxyd in 3 Stunden bei 1g Gras ein Ge- 
wichtsverlust von weniger als 0.2 mg eintrat. Der Auswertung lag die 
Annahme zugrunde, daB das Gras nach der letzten Trocknung tiber P.O, 
nur noch aus Asche und verbrennbarer organischer Substanz bestand. 
. Asche 7.5° 


organischer Substanz. So konnte nun fiir die einzelnen mehr oder 


Da der Endaschengehalt 11,75°, betrug, entsprach 1 °, a 


weniger wasserhaltigen Proben aus ihrem Aschengehalt auf die Menge 
verbrennbarer Substanz geschlossen werden. In der Tabelle II sind die 
Ergebnisse zusammengefabt. 


Tabelle II. Verbrennungswarme des Grases in Abhangigkeit von 
der Trocknung. 





1 2 4 5 é 
Nr Aschen- Organische H.o* Verbrennnungs- Verbrennungs- 
der Prot gehalt Substanz mh wirme in wirme reiner organi- 
; mr: in % in % ' keal ggemessen scher Substanz, kcal g 


l 11,75 88.3 0,0 4,196 4,75 
2 11,58 87,0 1,4 4.145 4,76 
3 10,66 80,1 9,2 3,964 4,95 
4 9,87 74,1 16,0 3,740 9,05 
5 8.53 64.1 97,4 3,289 5.13 
6 8,00 60,1 31,9 3,07 5,12 


* Wasser + fliichtige organische Verbindunger 


Man entnimmt der letzten Spalte, daB die Verbrennungswarms 
von Gras, auf reine verbrennbare organische Substanz bezogen. mit 
steigendem Feuchtigkeitsgehalt langsam gréBer wird und sich einem 
Grenzwert nahert. der bei dem verwendeten Pflanzengemisch bei 
5.12 — 0.02 keal g liegt. Er ist um 0.37 keal g 7.8°. hoéher als der 
Wert fiir die Verbrennungswarme des voéllig getrockneten Materials. 

Nun muBte gezeigt werden, daB die Grasproben der einzelnen 
Versuche auf den Flachen I und II mit dem Graspraparat vergleichbar 
waren, das zur Bestimmung des Einflusses der Trocknung auf die Ver- 
brennungswarme verwendet worden war. Deshalb sind in der Abb. 2 
die Werte der Spalten 2 und 5 der Tabelle IL in einem Diagramm gegen- 
einander aufgetragen. Durch die mit bezeichneten Punkte ist eine 


Kurve gelegt. In dieses Diagramm wurden die entsprechenden Daten 


atelier sod name ciation Alama iOti 


| 
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von sieben Grasproben, die im Laufe der Wachstumsperiode des Jahres 
1937 erhalten worden waren, als kleine Kreise eingezeichnet. Man sie 
da} sie sich der ausgezogenen Kurve befriedigend angleichen. 


SchlieBlich gestaltete sich die Berechnung der wahrend eines Ver 


suchs auf den Rasenflachen gespeicherten chemischen Energie folgende: 
maBen: Aus der Gesamtmenge der von den Flachen geernteten Trockey 
substanz konnte mit Hilfe der Beziehung 1° Asche aquivalent 7,51 


organischer Substanz die Gesamtmenge reiner organischer Substanz 
ermittelt werden, deren Verbrennungswairme zu 5,12 keal/g erhalten 

wurde. Die Bestimmung der 
ae gesamten Trockensubstanz 


iii hatteeinen Fehler von + 0,5 | 

Als Unsicherheit fiir die Be 
rechnung der Menge organi- 
scher Substanz wurde di 
groBte Abweichung von der 


ausgezogenen Kurve der Abb. ? 





= 710% also 1% angenom 


Asche men. Da auBerdem der Wert 
Abb. 2. Gemessene Verbrennungswirme des Grases 
als Funktion seines Aschengehaltes. 


fiir die Verbrennungswarme 
des feuchten Grases eine groBte 
Abweichung vom Mittel um 0,4,°/) hatte, wurde die gespeicherte 
chemische Energie in den Versuchen an Gras mit einem Fehler von — 2° 
erhalten. 

Aschengehalt und Verbrennungswirme der untersuchten Gemiise 
arten und von Chlorella vulgaris, in die Abb. 2 eingetragen, schlieben 
sich wegen des hohen Aschengehaltes dieser Substanzen keineswegs 
der Kurve an, die nur bis zu 11,75 %, Asche giiltig ist. Die Berechnung 
der aufgespeicherten chemischen Energie wurde daher so vorgenommen 
daB’ die Menge Trockensubstanz in g mit der Verbrennungswarme 
pro g Trockensubstanz multipliziert wurde. Zu dieser Zahl kamen 
noch 8° Zuschlag fiir den Einflu8 der Trocknung. Da dieser Einflul 
nicht in jedem einzelnen Falle gemessen worden war, diirfte die Un- 
sicherheit der Werte fiir die gespeicherte Energie an den Gemiisearten 
und an Chlorella vulgaris - 4° sein. 


V. Die Versuchsergebnisse. 


Versuche iiber die Ausnutzung des Lichtes durch die griinen 
Pflanzen wurden wahrend der Jahre 1936 und 1937 angestellt. Die 
erhaltenen Werte des Jahres 1936 sind bereits veréffentlicht!. Der 


1 W. Noddack u. J. Komor, Angew. Chem. 50, 271, 1937. 
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Vollstandigkeit halber seien sie jedoch in der Tabelle ILL nochmals kurz 
zusammengestellt. 
Tabelle III. 





Trocken- Gespeicherte Mittlere Auf die Pflanzen Ausnutzungs 
Versuchsdauer gras chemische Energie Boden-  gestrahite Energie faktor 
in kg in keal bedeckung in keal in % 
Flache I, 9 qm. 
95.IV.—14. V.1936 0,317 1,21 - 10° 0,72 1,80 - 10° 0.67 
14. V.--13.V1.1936 0,239 1,10 - 10° 0,75 2,70 - 10° 0,41 
Flache II, 74 qm. 
15. 1V.—14. V.19386 3,24 1,23 - 104 0,76 1.54 - 106 0,80 
24. V.—13.V1.1936 3,84 1,46 - 104 0,78 2,28 - 106 0,64 


Die Ergebnisse der umfangreicheren Untersuchungen des Jahres 
1937 sind in den Tabellen IV und V verzeichnet. 

AuBerdem haben wir noch zwei Versuche iiber die Lichtausnutzung 
der Alge Chlorella vulgaris ausgefiihrt. Die eine Suspension, die taglich 
zweimal mit Kohlensaure gesattigt wurde, zeigte eine Ausnutzung von 
1,.2°,, bezogen auf die eingestrahlte Energie, und 3,7 %,, bezogen auf die 
absorbierte Energie. Fiir die zweite Suspension, die ohne Kohlensiure- 
diingung blieb, waren die entsprechenden Werte 0,6 bzw. 3,0°,. 


VI. Die Diskussion der Versuchsergebnisse. 
Die letzte Spalte der Tabellen III bis V gibt die im Laufe der Jahre 
1936 und 1937 erhaltenen Ausnutzungskoeffizienten wieder. Zunachst 


ist auffallend die gréBenordnungsmabige Ubereinstimmung mit den 
Werten von Pfeffer, Brown u. Escombe und Puriewitsch. Bei diesen 


wie bei uns liegt die Ausnutzung um 1°, obwohl die Bedingungen der 
Versuche auBerordentlich verschiedene sind; dort kurzzeitige Labora- 
5 


toriumsversuche, hier lange dauernde Beobachtungen unter Freiland- 
bedingungen. 

Aus unseren Daten lassen sich einige bemerkenswerte Beziehungen 
herleiten. Die Tabelle [EI zeigt, daB die Ausnutzung auf der sandigen 
Flache I geringer ist als auf der im iiblichen Sinne fruchtbaren Flache II 
(0.67 % gegeniiber 0.80 °, : 0.41 ° gegeniiber 0.64 °,). Mit fortschreitender 
Jahreszeit wird die Ausnutzung auf beiden Flachen geringer (0,67 °; 
gegenitiber 0,41 °,: 0.80°, gegeniiber 0,64°,). Diese gleiche Abhangig- 
keit findet sich bei den Messungen des folgenden Jahres (Tabelle LV). 
Von 1,30° sinkt der Ausnutzungskoeffizient auf im Mittel 04°, ab. 
Es scheint sich hier der EinfluB der Wuchsstoffe auf den Nutzungsfaktor 
bemerkbar zu machen. In welchem Mae der Ausnutzungsfaktor bei 
Diingung des Bodens veraindert werden kann, gibt ein Vergleich der 
Jahre 1936 und 1937 wieder. Die ,,sandige’* Fliche des Jahres 1936 
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war vor Beginn der Versuche des Jahres 1937 gediingt worden. Der 
\usnutzungskoeffizient steigt von rund 0,5°%, auf rund 0,9°. AuBer- 
dem zeigt sich noch eine Abhangigkeit vom Charakter des Jahres. Das 
Frihjahr 1936 war rauh und kalt; das Frithjahr 1937 dagegen mild. 
Die Ausnutzung der Flache IL wurde zu 0,80 bzw. 1,29°, gefunden. 

Als Versuchsflichen wurden zunachst Rasenflachen gewahlt, weil 
1uf ihnen eine groBe Anzahl verschiedener Pflanzen wuchs und man 
so hoffen konnte, einen Mittelwert des Nutzungsfaktors iiber viele 
Pflanzenarten zu erhalten. Um jedoch die Frage der Allgemeingiiltig- 
keit der Ausnutzungsfaktoren bejahen zu kénnen, haben wir noch 
Messungen an einzelnen Kulturpflanzen durchgefiihrt, deren Resultate 
die Tabelle V bringt. Die Ausnutzung liegt um 1°,. Lediglich die Ka- 
rotten verwerten 2,0 bzw. 2,6°,. 

Die griinen Pflanzen vermégen also von der Fiille des ihnen dar- 
vebotenen Sonnenlichtes nur einen kleinen Teil unmittelbar in chemische 
Energie umzusetzen. Der weitaus gréBte Anteil der auffallenden 
Strahlung wird reflektiert oder in Warme umgewandelt. Man darf 
bei dieser Betrachtung allerdings nicht vergessen, daB die in Form 
von Warme auftretende absorbierte Sonnenenergie, wenigstens zum Teil, 
den Pflanzen wieder zugute kommt. Die Erwarmung der Luft, der 
Pflanzen selbst und des Erdbodens durch die Sonnenstrahlung schafft 
die Temperatur, bei der das Wachstum der Pflanzen stattfinden kann. 

Zwei GréBen, die experimentell nicht angreifbar sind, aber einen 
EinfluB auf den Wert des Ausnutzungsfaktors haben, sollen noch in 
ihrem Wesen besprochen werden. Es sind dies der Wurzelfaktor und die 
Atmung. 

Bei der an den Rasenflachen angewandten Versuchsmethodik 
wurde vorausgesetzt, dais die von den Pflanzen wahrend der Assimi- 
lationsperiode gespeicherte chemische Energie ausschlieBlich in den 
Blattern, Bliiten und Stielen sitzt, die beim Mahen erhalten werden. 
Diese Voraussetzung trifft nicht ganz zu. Ein Teil der chemischen Energie 
wandert in die Wurzeln und entzieht sich so der direkten Bestimmung. 
Eingehende Versuche zeigten, daB sich die Menge an Wurzelsubstanz 
des Rasens der einzelnen Flachen im Laufe der Versuchszeit von April 
bis August nicht meBbar (+ 10°.) anderte. Der Abgang an organischer 
Substanz durch die Wurzeln wird verursacht durch Bakterien und 
Tiere und durch das Absterben von Wurzeln. Neue Wurzelfasern 
bilden sich wieder, so daB im Mittel iiber eine gréBere Flache die Menge 
an Wurzeln konstant bleibt. Der durch Mikroorganismen und héhere 
Tiere gegebene Verlust an organischer Substanz ist unter den vor- 
handenen Bedingungen nicht meBbar zu verfolgen, deswegen kann 
keine .,Wurzelkorrektur’* im Wert fiir den Ausnutzungskoeffizienten 
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angebracht werden. Die Kulturpflanzen, mit denen Versuche angestc! 
wurden, waren aus Samen gezogen. Hier machte die in der Wurz 





gespeicherte chemische Energie einen erheblichen Teil der gesamten avis Pfla 
Deswegen wurden in diesen Fallen Wurzel und Blatter bzw. Spross hed 
geerntet und getrennt weiterverarbeitet. obje 
Bei Abwesenheit von Licht spielt sich der der Assimilation un Kul 
gekehrte Vorgang ab. Die organischen Substanzen werden unter Saue: re 
stoffaufnahme abgebaut und Kohlensaure wird frei. Quantitativ sind dur 
die Vorgainge der Photosynthese und der Atmung sehr verschieden Bor 
Zwei Angaben mégen dies erharten. Nach Kostytschew! ist die Photo. si 
e( 


synthese unter allem Vorbehalt etwa zehnmal intensiver als die Atmung 
Nach O. Warburg? verbraucht die Griinalge Chlorella vulgaris bei 24) 
im Dunkeln pro Stunde ein ihrem Volumen gleiches Volumen an Sauer 
stoff und sie zersetzt bei intensiver Bestrahlung pro Stunde etwa das Ta 
Zwanzigfache ihres Volumens an Kohlensaure *. 


bis 
Die Forschung hat in der Atmung ein Problem von nicht zu unte1 
schatzender Schwierigkeit vor sich. So ist noch kein Versuch bekannt eal 
der eindeutig nachweist, daB die griinen Pflanzen auch wahrend de: 
Assimilation atmen. Es wird dies lediglich als sehr wahrscheinlic! 
b re 3 
angenommen3, fak 
Um fiir die geschilderten Versuche iiber die Lichtausnutzung einen 
Anhaltspunkt fiir die GréBe der durch die Atmung verlorengegangenen § Ar’ 
chemischen Energie zu erhalten, ist man auf eine auBerordentlich rohe pfl 


Schatzung angewiesen. Unterstellt man, die griinen Pflanzen atmeten 
wahrend des Tages gleich intensiv wie wahrend der Nacht, und nimmt 
man an, die Atmungsintensitat ware 0,1 bis 0,05 der Intensitat der 
Photosynthese, was den Angaben von Kostytschew und O. Warburg 
entsprechen wiirde, dann k6énnten, da in der Jahreszeit der Versuch: 
etwa zwei Drittel Tag und ein Drittel Nacht sind, durch die Atmung 
8 bis 15%, 
Lehnt man eine Atmung wahrend der Assimilation ab, so ist der Verlust 


der gesamten gespeicherten Energie verlorengegangen sein 


an gespeicherter chemischer Energie durch die Nachtatmung 2,5 bis 5°,,. 
Zwischen den Grenzen 2,5 und 15°, miiBte eine Atmungskorrektur 
liegen. 

Wegen der groBen Unsicherheit der vorstehenden Betrachtungen 
werden die Werte fiir die gesamte gespeicherte chemische Energi: 
nicht auf die Atmung korrigiert. 


' Kostytschew, Handworterbuch d. Naturwiss. 1, 538, 1931. — *? 0. Wa 
burg, diese Zeitschr. 166, 386, 1925. — ® W. Noddack u. H. J. Eichhofy. 
Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 185, 232, 1939. 
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Zusammenfassung. 


Es wurde gemessen, welcher Teil der Sonnenstrahlung von den 
Pflanzen wahrend langerer Wachstumsperioden unter  Freiland- 
bedingungen in chemische Energie umgewandelt wird. Als Versuchs- 
objekte dienten teils Rasenflachen mit vielen Pflanzenarten, teils mit 
Kulturpflanzen bedeckte Gebiete. Die gespeicherte chemische Energie 
wurde nach dem Ernten und Trocknen der betreffenden Pflanzen 
durch Bestimmung der Verbrennungswirme in der kalorimetrischen 
Bombe festgestellt. Die Messung der eingestrahlten Sonnenenergie 
erfolgte mit Thermosiule und Quecksilbercoulometer. Die Boden- 
bedeckung der Pflanzen wurde auf photographischem Wege ermittelt. 

Die Ergebnisse’ lassen sich folgendermaBen zusammenfassen : 

1. Die Ausnutzung des gesamten eingestrahlten Sonnen- und 
Tageslichtes liegt um 1%. 

2. Bei Grasern sinkt der Ausnutzungsfaktor bei armeren Béden 
bis auf ein Drittel des normalen Wertes. 

3. Es ergibt sich eine reproduzierbare Abhangigkeit von der Jahres- 
zeit: das Optimum fallt in das Friithjahr (April bis Mai). 

4. Es zeigt sich eine Abhangigkeit vom Charakter des Jahres. 

5. Bei hochgeziichteten Kulturpflanzen kann der Ausnutzungs- 
faktor unter giinstigen Bedingungen bis auf 2,6°, ansteigen. 

Herrn Prof. Dr. W. Noddack bin ich fiir seine Anregung zu dieser 
Arbeit, fiir sein Interesse und seine Ratschlage zu herzlichem Dank ver- 
pflichtet. 
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Uber die Verarbeitung von Kohlensiiure 
durch Propionibacterium pentosaceum. 
Von 
Vagn Hartelius'. 
(Eingegangen am 7. Mai 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Untersuchungen von Woed und Werkman (7,8, 9) haben gezeigt 
dab Propionibacterium pentosaceum in einer mit CO, gesattigten Nahr 
lésung aus Hefewasser und Glycerin befahigt ist, Kohlensaure aufzu- 
nehmen und aquimolare Mengen Bernsteinsadure zu bilden. Die grove 
Bedeutung dieses Befundes bedarf wohl kaum einer Erlauterung, da 
eine Kohlensdureverarbeitung von heterotrophen Zellen bis jetzt nur in 
sehr vereinzelten Fallen festgestellt worden ist. Als solche sind zu nennen 
die Ameisensaéurebildung aus Kohlenséure und Wasserstoff durch 
Bacterium coli [Woods (10)] und die von Barker (1) nachgewiesene 
Kohlensaureverarbeitung durch die Erreger der Methangarung. 

Wir versuchten daher zunachst einmal die Ergebnisse von Woo! 
und Werkman zu bestatigen; des weiteren wollten wir die Bedingungen 
der Bernsteinsaurebildung erforschen. 


Analysenmethoden. 


Die Glycerinbestimmungen wurden nach der von Braak (2) angegebenen 
Methode ausgefiihrt. 

Propionsaure und Essigséiure wurden nach Duclaux bestimmt, wie von 
van Niel (5) beschrieben. 50ecem Lésung wurde mit H,SO, auf py 4 
(Kongorot) gebracht und die fliichtigen Saéuren mittels Wasserdampf ab 
destitliert. Das Destillat wurde mit Ba(OH), neutralisiert, auf dem Wasse1 
bad eingeengt, in einen 100 cem-Mefzylinder iibergespiilt, wieder mit eine: 
aquivalenten Menge H,SO, angeséuert und auf 100 cem aufgefiillt; nac! 
Absetzen des Niederschlags wurde in einem Teil der klaren Lésung eine 
Duclaux-Destillation vorgenommen. 

In dem Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde die Bernstein 
siure bestimmt. Der Riickstand wurde mit Ather extrahiert, der Athe1 
extrakt eingedampft und in Wasser gelést; in dieser Lésung wurde dann 
die Bernsteinsiure nach Volhard titriert [Kolthoff (4)|. Wood und Werk 
man (8) geben zwar an, da ein Verlust an Bernsteinsaéure auftritt, wenn 
man eine Lésung von Bernsteinsiure und Glycerin mit Wasserdampt 


' Rockefeller-Stipendiat. Der gréBte Teil der Untersuchung wurde in 
de Technische Hoogeschool, Laboratorium voor Microbiologie, Delft. 
Holland (Prof. A. J. Kluyver) durchgefiihrt und danach auBerer Umstande 
wegen im Carlsberg Laboratortum, Kopenhagen, abgeschlossen. 
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destilliert, und ziehen deshalb vor, die Probe erst mit Ather zu extrahieren 
und nachher die fliichtigen Sauren mit Wasserdampf zu entfernen. Einen 
derartigen Verlust habe ich jedoch nicht beobachtet. 

Die Kohlenséure wurde wie von Braak (2) angegeben bestimmt. 

Fir die Ameisenséiurebestimmung wurde die Calomelmethode von 
Fincke [Smit (6)] etwas modifiziert. Eime Probe von 50 cem wurde nach 
Ansauerung mit H,SO, in einem kleinen Kolben so weit wie médglich 
destilliert: hierauf wurde 50 cem Wasser zugesetzt und in dieselbe Vorlage 
weiter destilliert. Als Vorlage wurde ein 100 cem-MeBkolben verwendet. Nach 
der Destillation wurde auf l00cem aufgefiillt. Um Schaumen vorzubeugen 
wurde in den Destillationskolben ein Stiickchen Paraffin gebracht. In dem 
Destillat wurde eine Hg-Fallung vorgenommen. Etwa | g Na-Acetat wurde 
in ein Reagensglas gebracht, eine bestimmte Menge der Lésung hinzu- 
pipettiert und mit Wasser auf 5 cem aufgefiillt. Danach wurden 5 cem einer 
Losung von 100 g HgCl, und 30g NaCl pro Liter zugesetzt (HgCl, muB in 
mindestens l5fachem Uberschu8 anwesend sein) und die Glaser dann 
2 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt. Das gebildete Calomel wurde 
in Jena-Glasfiltertiegeln 1 G 4 filtriert, mit Wasser sorgfaltig ausgewaschen 
und bei 105° im Trockenschrank getrocknet. Die gebildete Calomelmenge 
ist der Formiatmenge proportional. Bei der angewandten Destillations- 
methode ergibt sich ein kleiner Verlust an Ameisensaure, weil eine geringe 
Menge auch nach der zweiten Destillation in dem Destillationskolben 
zuriickbleibt, dieser ist jedoch ganz ohne Bedeutung fiir die hier besprochenen 
Versuche. 

Alkoholbestimmungen wurden nach der von Northrop modifizierten 
Methode von Dupré { Braak (2)| ausgefiihrt. In allen Versuchen wurden 
jedoch nur Spuren von Alkohol gefunden. 

Fiir die Glucosebestimmung wurde eine Modifizierung der Methode 
von Kjeldahl- Bertrand {Hartelius (3)| verwendet. Die Probe wurde mit 
Fehlingscher Lésung versetzt, auf etwa 100cem aufgefiillt und 20 Min. 
auf einem siedenden Wasserbade erhitzt. Der gebildete Niederschlag wurde 
in einem Jena-Glasfiltertiegel 1 G 4 abfiltriert, mit Wasser gewaschen, mit 
Alkohol und Ather gespiilt und 1 Stunde bei 105° im Trockenschrank ge- 
trocknet. Mit Hilfe einer empirisch gefundenen Kurve kann man aus der 
Cu, O-Gewicht die Glucosemenge feststellen. 


Versuchsresultate. 

Wie schon gesagt, wurde zuerst die Glycerinvergarung durch 
Propionibacterium pentosaceum in Hefewasser in einer Kohlensaure- 
atmosphare untersucht. Der erste Versuch wurde in einem Apparat 
vorgenommen, der vollig mit dem von Wood und Werkman (8, Fig. 1) 
benutzten iibereinstimmte. Er bestand aus einem 2 Liter-Erlenme yer- 
Kolben mit durchbohrtem Gummistopfen, durch den der Kolben in 
Verbindung mit einer Kohlensdureabsorptionskolonne, einer Hem pel- 
Biirette, einer Abzapfréhre fiir Probeentnahme, einem Manometer usw. 
stand. In den Kolben wurden 1500 ccm einer Lésung von Hefewasser 
(200 g PreBhefe pro Liter) mit 2°, Glycerin (dopp.-dest. Merck) und 
15°, NaHCO, gebracht. Nach dem Sterilisieren wurde der Kolben in 


einen Thermostaten (36°) gestellt und einige Stunden CO, durchgeleitet, 
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bis Sattigung eintrat. Das px in der Nahrlésung war dann etwa 7.3 
Die Nahrlésung wurde jetzt mit Bakterien geimpft, Proben fiir die Ay 
fangsanalysen wurden genommen und die Verbindung mit der A} 
sorptionskolonne, der Hempel-Biirette und dem Manometer hergeste|!t 
Als Impfmaterial wurde eine 4 Tage alte Kultur von Propionibacteriv 
pentosaceum verwendet, welche in Reagensglasern mit der obenerwahnte: 
Nahrlésung unter COQ,-Atmosphire gewachsen waren; es wurde vo! 
Bodensatz abpipettiert. 

In diesem Versuch wurde eine ungefahr gleich groBe Bernstein 
siurebildung gefunden wie in den Versuchen von Wood und Werkman (s 
Es trat ein bedeutender Kohlensiureschwund ein. Dieser war sogat 





Abb. 1. 


erheblich gréBer als der gebildeten Menge Bernsteinséure entsprach 
Dieser Umstand erregte den Verdacht, daB ein Verlust an Kohlensaure 
infolge der vielen Gummiverbindungen stattgefunden hatte. 

Einige weitere Versuche wurden deshalb in Apparaten mit ein- 
geschliffenen Stopfen vorgenommen, und die Verbindungen Glas gegen 
Glas mittels Vakuumschlauches hergestellt (Abb. 1). Die Methodik war 
sonst die gleiche wie oben beschrieben, Durchleitung der Kohlensaéure und 
Impfung geschahen durch den Trichter. Bei den Probeentnahmen 
wurde der Dreiweghahn mit einer CO,-Bombe verbunden, der Hahn H 
gedffnet und die Lésung in den Trichter hinaufgedriickt. Vorher wurde 
ein wenig CO,-freie Natronlauge in den Trichter gebracht, um die in der 
Lésung vorhandene freie Kohlensaéure zu binden. Die zwei KOH- 
Apparate und die CaCl,-Réhre wurden vor und nach dem Versuch 
gewogen, um die abgegebene CO,-Menge zu messen. 

Die zwei ersten Versuche wurden mit Apparaten vorgenommen. 
welche einen so geringen Inhalt hatten, daB sie nur eine einzige Probe- 
entnahme erlaubten. 

Im ersten Versuch wurden in 11 Tagen 118 Millimol Glycerin ver- 
braucht und 14 Millimol CO, aufgenommen, wahrend 109 Millimol 
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Propionsaure und 18 Millimol Bernsteinsaure gebildet wurden. Im 
;weiten Versuch war die Versuchszeit nur 5 Tage. Hier wurden 82 Milli- 
mol Glycerin verbraucht und 93 Millimol Propionsaure gebildet ; es wur- 
len weder Kohlenséure aufgenommen noch Bernsteinsaure gebildet. 

Dies weist darauf hin, daB die Bernsteinsaurebildung nicht in der 
ersten Wachstumsphase vor sich geht. 

Ein neuer Versuch wurde mit einem gréBeren Kolben vorgenommen. 
der mehrere Probeentnahmen erméglichte. Die Versuchsresultate gehen 
us Tabelle 1 hervor. 

Tabelle I. 


Medium: Hefewasser mit 2°, Glycerin und 1,5°, NaHCO. 





Millimol pro Liter 


Versuchs- i Ae "7 ri 
zeit verbraucht gebildet 
Tage Glycerin CO. Propionsiure Bernsteinsiiure 
5 59,4 0,0 69,4 0) 
10 107,6 8,1 101,2 7,2 
17 146,0 17,8 134,0 15,8 


Die Bernsteinséurebildung scheint ein wenig geringer zu sein als 
in den Versuchen von Wood und Werkman, aber es besteht eine gute 
Ubereinstimmung zwischen Kohlenséureverbrauch und Bernsteinsaure- 
bildung. Der Versuch bestatigt also die Befunde von Wood und Werkman, 
nur scheint die Bernsteinsaurebildung bei meinen Versuchen spater an- 
zufangen. 

Es schien mir daher von Bedeutung, die Bernsteinsdiurebildung in 
ihrer Abhangigkeit von der Kulturdauer naher zu untersuchen. Die Er- 
gebnisse der diesbeziiglichen Untersuchungen sind in Tabelle Ll zu- 
sammengefaBt worden. 

Tabelle II. 


Medium: Hefewasser mit 2°, Glycerin und 1,5°, NaHCO,. 





Versuchs- Millimol pro Liter Versuchs- Millimol pro Liter 
zeit pa zeit _ a 
Tage Propionsiiure Bernsteinsiure Tage Propionsiure Bernsteinsaéure 

7 95 0 12 108 5 
20 37 ( . a 
20 137 40 18 96 ; 
l 09 ‘ . 

; , ed 24 132 15 

f GS { Qa 

° 33 ;' 9 15 2 

5 69 0 17 5b 6 
10 101 7 28 71 15 
17 134 16 





Es geht aus diesen Versuchen klar hervor, daB in der ersten Kultur- 
phase (etwa bis 7 Tage) itiberhaupt keine Bernsteinsiure gebildet wird. 
Nach dieser Zeit hauft sich die Bernsteinséure in zanehmendem Mabe an. 
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Vera 


Die Anwesenheit einer gréBeren Menge von Propionsaure im Mediyy, fu ¢ 





scheint also eine Vorbedingung fiir das Auftreten der Bernsteinsaure » vefiil 

sein. Diese Erfahrung zusammen mit der von Wood und Werkman vin) @ Men: 

auch von mir in den obenerwihnten Versuchen gefundenen Aquivak 7 yon | 

zwischen der Menge der gebildeten Bernsteinsiure und der Menge ce; @ den | 

verschwundenen Kohlensaure spricht sehr fiir die Annahmie, daB diy J Scha 

Bildung der Bernsteinsaiure von Propionibacterium pentosaceum nach de; fH sehe 
Gleichung: 

CH,-CH,- COOH + CO, > HOOC. CH,- CH,- COOH pee 

i = 4 : Glye 

vor sich geht. veim 


Um die Unentbehrlichkeit der Kohlensaure fiir die Bernsteinsaure. § Vers 
bildung genauer festzustellen, wurde eine Kultur in derselben Nahr. § wurc 
lésung wie in den oben beschriebenen Versuchen, aber diesmal ohne §§ frith 
NaHCQs und COs, angesetzt. Die frisch autoklavierte Lésung wurde §§ Bern 
nach Abkiihlen bis auf ungefahr 46° geimpft und in sterile St6pselflaschen J Mass 
gegossen, die ganz gefiillt wurden. Das Medium enthielt hier also keine § yur 
Kohlensaure. In diesem Versuch wurde iiberhaupt keine Bernsteinsiure §j wie 
gebildet, auch nicht nach der sehr langen Versuchszeit von 41 Tagen Macht 


(Tabelle IIL). Forr 





Pabelle ILI. Glue 

Medium: Hefewasser mit 2°, Glycerin ohne NaHCO,. 
Versuchszeit : Miingol pro oe mn Ver 

Tage Propionsiiure Bernsteinsiiure 
’ | 15 64 0,4 

a eS ae ee ar p e A 
Versuch I 35, 59 05 : 

| 15 37 0 

Verench it .:....%. 25 54 0 

| 4] 51 0 


Dieses Ergebnis steht mit demjenigen von Woed und Werkman (s 
in gutem Einklang, die erwahnen, daB in einer Nahrlésung mit NaHCO, §Yer 
und Stickstoffatmosphare (also mit herabgesetztem CO,-Druck) weniger 


Bernsteinsaure gebildet wird als unter einer CO,-Atmosphare. An 
7 : : . an 
In diesem Zusammenhang kann auch ein Versuch mitgeteilt werden. JJ, xy 


der zeigt, daB Propionibacterium pentosaceum beim AusschluB der letzten 
Spuren Kohlensaure tiberhaupt nicht wachst. Eine Reihe von Petri 
Schalen mit Glucose-Hefewasser-Agar wurden mit einer Bakterien 
suspension beimpft. Einige Schalen wurden dann in einen Exsikkato1 


gebracht, worin die Kohlenséaure durch Kalilauge absorbiert wurde: §saur 
auBerdem wurde in jeder Schale ein Schalchen mit Ca (OH), angebracht. J gréf 


Andere Schalen wurden in einen Exsikkator mit etwas konz. H,SO, § nots 
rs + 

{um denselben Feuchtigkeitsgrad der Gasatmosphare in beiden Fallen Jdad 

B 
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zu gewahrleisten) gebracht, wonach beide Exsikkatoren mit Wasserstoff 
vefiillt wurden. In beide Exsikkatoren war auBerdem noch eine kleine 
Menge zerkleinerter PrefBhefe gebracht worden, um die letzten Spuren 
yon Sauerstoff zu entfernen. Nach 2 Tagen Kultivieren bei 30° waren in 
den Schalen, die tiber H,SO, gestanden hatten, rund 300 Kolonien pro 
Schale entwickelt, itber Ca (OH), waren dagegen gar keine Kolonien zu 
sehen. 

Hierauf wurde untersucht, inwieweit Na-Formiat die Kohlensaure 
bei der Bernsteinséiurebildung vertreten konnte. Hefewasser mit 2°, 
Glycerin und steigenden Mengen Na-Formiat wurde wie gewoéhnlich 
veimpft und in sterile Stépselflaschen gefiillt. Zu Anfang und Ende des 
Versuchs wurden die Na-Formiatmengen bestimmt. Ahnliche Versuche 
wurden auch mit Glucose oder Sorbit statt Glycerin gemacht, da sich 
friher erwiesen hatte, daB Propionibact. pentosaceum imstande ist, 
Bernsteinsaure auch aus Glucose und aus Sorbit, wenn auch in geringerer 
Masse, zu bilden. Es zeigte sich, daB das Na-Formiat giftig wirkte; 
nur bei geringem Zusatz (weniger als 1/,°,) war das Wachstum ungefabr 
wie ohne Zusatz, bei mehr als 2°, war gar kein Wachstum zu _ beob- 
achten. Das Resultat war in allen Fallen gleich: es wurde kein Na- 
Formiat aufgenommen. Als Beispiel werden hier die Resultate mit 
Glucose mitgeteilt (Tabelle LV und V). 


Tabelle IV. 
Versuch in Hefewasser mit 2°, Glucose mit verschiedenen 
Mengen Na-Formiat. 





Anfangsanalysen Nach 15 Tagen Anfangsanalysen Nach 15 Tagen 
% Na-Formiat ° Na-Formiat % Na-Formiat % Na-Formiat 
0,78 0,70 0,17 0,17 
0,40 0,39 Kontrolle 0,02 
Tabelle V. 
Versuch in Hefewasser mit 2% Glucose mit verschiedenen 


Mengen Na-Formiat. 





Anfangs- Nach Nach Anfangs- Nach Nach 
analysen 19 Tagen 32 Tagen analysen 19 Tagen 32 Tagen 
% Na-Formiat % Na-Formiat ° Na-Formiat] % Na-Formiat % Na-Formiat % Na-Formiat 


3,04 3,10 3,20 0,87 0,92 0,90 

1,61 1,72 180 | 0,48 0,46 

Das Wachstum war, wie schon bemerkt, nicht gut und die Propion- 
siurebildung deshalb sehr gering. Nun ist aber wahrscheinlich eine 
groBere Propionsaiurekonzentration fiir die Bildung der Bernsteinsaure 
notwendig und das Ausbleiben der Na-Formiat-Aufnahme konnte 
dadurch verursacht sein, daB die fiir die Bernsteinsdurebildung not- 
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wendige héhere Propionsdurekonzentration nicht vorhanden war. Des sta 
halb wurde ein neuer Versuch gemacht, wobei die Nahrlésung 1°, \ kol 
Formiat, n/10 Na-Propionat und 1°, Glycerin enthielt (Tabelle \| kol 
Es zeigte sich, dab tatsichlich ein, wenn auch schwaches, Wachstum ma 
eintrat: es wurde pro Liter 38 Millimol Propionséure neugebildet, doch J (sé 
wurde auch hier kein Na-Formiat aufgenommen. BR ba 
Tabelle VI. VAN 
Hefewasser mit 1°, Glycerin, 1°, Na-Formiat, n/10 Na-Propionat mit 
Fliichtige Siiuren, ae : Propionsiiur q dut 
Gesamtmenge Na-Formiat gebildet — der 
Millimol pro Liter % Millimol pro Lit 4 3 
4 elm 
Ate. os 5 oc. a hehe 246 0,83 S wu 
Nach 42 Tagen ......... 284 0,88 38 ; (Ts 
Endlich wurde auf eine dritte Weise versucht, eine Na-Formiat- | 
Verarbeitung zu erreichen. Hefewasser mit 1°, Glycerin wurde in zwei ti 
Girungsapparate wie Abb. 1, aber ohne Absorptionskolonne, gebracht. ] 
Nach dem Sterilisieren wurde mit Stickstoff gefiillt und auf gew6hnliche | 
Weise geimpft. Nach 3 Tagen wurde Na-Formiat zugesetzt, das p; 
wieder auf 7,3 eingestellt und in Proben die Mengen der vorhandenen ( 
Propionséure und Ameisensaiure bestimmt. Nach 12 Tagen wurden 
die Bestimmungen wiederholt (Tabelle VII). 
Tabelle VII. 
Wachstumszeit ee than ra Na-Formiat eh 
Tage Millimol pro Liter % Millimol pro Liter 
) . " 
Versuch I] 43 68 0-084 24 Ber 
Versuch | 3 119 : 0,51 . = 
\ 12 134 0,55 15 wal 
* Nach Zusatz von Na-Formiat. Wa 
Ber 
Im Versuch mit wenig Na-Formiat wurde 24 Millimol Propionsaure, siu 
bei Zusatz der gréBeren Menge Na-Formiat 15 Millimol Propionsaure Pre 
neugebildet. Der Stoffwechsel wurde also keineswegs behindert, abet die 
auch hier trat keine Abnahme der Na-Formiatmenge ein. fore 
Auf Grund dieser Versuche mu} man feststellen, daB die Propion- 
siurebakterien unter diesen Bedingungen nicht imstande sind Na-Formiat die 
zu verarbeiten. ang 
Wir versuchten noch einen direkten Beweis fiir die Unentbehrlich- 
keit der Propionséiure bei der Bernsteinsaiurebildung zu geben. Fs 
vo 


zeigte sich jedoch, da Zusatz von Na-Propionat zum Nahrmedium 
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stark wachstumshemmend wirkt. Das Wachstum in dem Kontroll- 


kolben ohne Propionsdure ist deshalb immer besser und die Versuchs- 
kolben und die Kontrollen sind nicht ohne weiteres vergleichbar. Wenn 
man die Versuchskolben langer stehen laBt, um besseres Wachstum 
(gemessen an der Propionsaiurebildung) zu erreichen, ist die Vergleich- 
barkeit auch nur eine sehr fragliche. 

Der folgende Versuch gibt einen Eindruck dieser Schwierigkeiten. 
Zwei Garungskolben (Abb. 1) wurden mit einer Lésung von Hefewasser 
NaHCO, gefiillt. Hierauf wurde CO, 
durchgeleitet und wie gew6hnlich geimpft. Nach 3 Tagen wurde einem 
der Kolben (6) eine bekannte Menge Na-Propionat (Lésung auf px 7,3 
eingestellt und mit CO, gesittigt) zugesetzt. Zu verschiedenen Zeiten 


mit 2°, Glycerin und 1,5°, 


wurden Propionsdure und Bernsteinsaure in den beiden Kolben bestimmt 
(Tabelle VIII). 
Tabelle VILI. 





Propionsaure, 


Versuchszeit Propionsaure neugebildet Bernsteinsaure 
Tage Millimol pro Liter Millimol pro Liter Millimol pro Liter 
3 21 
: | 9 45 24 2 
14 55 34 6 
| 25 71 50 15 
3 116* - 
| 9 12% 7 3,5 
b ; 
14 127 11 6 
25 138 22 10 





* Nach Zusatz von Na-Propionat. 


Nach 9 Tagen war im Kolben mit Propionsaurezusatz (+) mehr 
Bernsteinséure gebildet als im Kolben ohne Propionsdurezusatz (a). 
Nach 13 Tagen waren diese Mengen nahezu gleich und nach 25 Tagen 
war in ,,a** mehr Bernsteinséure vorhanden als in ,,b°*. Nur in der ersten 
Wachstumsphase hat also Zusatz von Propionsaure giinstig auf die 
Bernsteinsaurebildung eingewirkt. Betrachtet man aber die Bernstein- 
saureproduktion in ihrer Abhangigkeit von der jeweils gebildeten Menge 
Propionsaéure, dann hat es den Anschein, daB der Propionsaurezusatz 
die Bernsteinsiurebildung auch in den spiteren Wachstumsstufen ge- 
fordert hat. 

Auch diese Ergebnisse sprechen daher zugunsten der Ansicht, daB 
die Kohlensaureverarbeitung der Propicnsaurebakterien sich nach der 
angegebenen Gleichung (s. auch 8. 400) 


CH,:-CH,-COOH + CO, —~ HOOC-CH,-CH,-COOH 


volizieht. 





404 V. Hartelius: Uber die Verarbeitung von Kohlenséwe usw. 


Herrn Prof. Dr. A. J. Kluyver, auf dessen Veranlassung diese Arbeit 
ausgefiihrt und in dessen Laboratorium der gré8te Teil der Unter 


suchungen vorgenommen wurde, sage ich auch hier meinen besten Dank 


fiir alle Freundlichkeit und alle wertvollen Anregungen wahrend meine: 
Arbeit. 


Literatur. 


1) H. A. Barker, Arch. f. Mikrobiol. 7, 404, 1936. 2) H. R. Braak, 
Onderzoekingen over vergisting van glycerine. Delft 1928. 3) V. Har 
telius, C. r. Lab. Carlsberg 20, Nr. 7, 1934. 4) I. M. Kolthoff, Die Mat; 
analyse. Berlin 1928. 5) C. B.van Niel, The propionic acid bacteria 
Delft 1928. 6) J. Smit, Bacteriologische en chemische onderzoekingen ove! 
de melkzuurgisting. Delft 1913. — 7) H.G. Wood u. C.H. Werkman, 
Biochem. J. 30. 48, 1936. 8) Dieselben, ebenda 82, 1262, 1938. 9) Dir 
selben, ebenda 84, 129, 1940. 10) D. D. Woods, ebenda 80, 515, 1936. 











rbeit 


nter 
Dank 


einer 


raak, 
Har 
Mal, 
teria 
Ove! 
THAN, 
Dir 
36, 





Reinigung von Antidiphtherieserum 
durch peptische Proteolyse. 
Von 
Fernando Modern und Guillermo Ruff. 
(Aus dem bakteriologischen Institut des Departamento Nacional de Higiene 
in Buenos Aires.) * 


(Eingegangen am 15, Mai 1940.) 


Auf Grund des Patentes von Parjentjev! untersuchten wir in einer 
vor kurzem erschienenen Arbeit die optimalen Bedingungen der Wirkung 
des Abbaues von Pepsin, Trypsin und Papain, sowie ihre kombinierte 
Wirkung auf Antidiphtherieserum im Hinblick auf die Méglichkeit 
der Reinigung desselben?. Wir konnten eine gute Reinigung bis zu 
62000 Antitoxineinheiten (AE.) pro g EiweiB erzielen. Wie Weil, Par- 
fentjev und Bowman? erst kiirzlich nachgewiesen haben, werden dabei 
die Eigenschaften des Antitoxins nicht verandert. Auch beim Anti- 
tetanus-Serum‘ erzielten wir einen dreifachen Reinigungsgrad, im 
Verhaltnis zur Ausgangssubstanz. Auch die Pepsinwirkung auf die 
einzelnen Serumfraktionen (Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin) 
wurde naher untersucht. 

Auch andere Autoren untersuchten die peptische Proteolyse anti- 
toxischer Sera. Hansen ® kombinierte sie mit der Adsorption an Aluminium- 
hydroxyd, Pope ‘,® mit der Hitzegerinnung bei 60°C und bei Gegenwart 
von 5°, NaCl und niedrigem py und erreicht in einigen Fallen eine fiint- 
fache, im Durchschnitt eine zwei- bis dreifache Reinigung. Sandor® verband 
diese Methode mit einer selektiven Fallung und erzielte eine dreifache bis 
vierfache Reinigung, beim Abbau des Antitoxin-Toxinniederschlages !° 
sogar eine 15- bis 20fache, die freilich nur eine Ausbeute von 25 bis 30 
der urspriinglichen Antitoxineinheiten (AE.) ergab. Pope und Healy" 
erhielten auf ahnlichem Wege ein Antitoxin von 135000 AE. pro g Protein 
bei 60°,iger Ausbeute. Die grobe Reinheit, welche durch Zerlegung des 
Antitoxin-Toxinniederschlages erzielt werden kann, war schon dem einen 
von uns bekannt, als er gemeinsam mit Wernicke durch Saureabbau dieses 
Niederschlags ein Antitoxin von L00000 AE./g Protein erhielt !. 


* Deutsch von J. Matula (Wien). 


' Parfentjev, A. P. 2065 196/22. Dezember 1936. 2 EF. Modern u. 
G. Ruff, diese Zeitschr. 299, 377, 1938. 3 A. Weil, J. Parfentjev u. K. 
L. Bowman, J. of Immunology 35, 399, 1938. ' F. Modern u. G. Ruff, 
Rev. Soc. Arg. Biol. 15, 108, 1939. 5 F. Modern u. G. Ruff, ebenda 
15, 125, 1939. - § 4, Hansen, diese Zeitschr. 299, 363, 19388. * Pope, 
Brit. J. exper. Path. 19, 245, 1938. 8 Derselbe, ebenda 20, 201, 1939. 

® G. Sandor, C. r. Soe. Biol. 80, 840, 1939. 10 Derselbe, ebenda SO, 
1187, 1939. 1! Pope u. Healey, Brit. J. exper. Path. 20, 213, 1939. 


12 Modern u. Wernicke, Anales Assoe. 18, 47, 1930. 











kK. Modern u. G. Ruff: 


Die nachfolgende Arbeit will in systematischer Weise alle Faktoren 


die bei der peptischen Proteolyse und bei der Hitzegerinnung von Be 
deutung sind, im Hinblick auf ihre Beeinflussung des Reinigungsprozesses 
untersuchen, insbesondere auch den EinfluB verschiedener Salz 
konzentrationen, Temperaturwirkung, Zeitdauer des Erwarmens, Kon 
zentration der Sera, Wirkung beigesetzter Antiseptica usw. 


Wir arbeiteten mit Plasma, mit nativen und schon abgebauten 
Seren, sowie solchen, die durch Aussalzung konzentriert worden waren. 
SchlieBlich versuchten wir auch, die beim Parfentjevschen Verfahren 
gebildeten Albumosen zu entfernen. 


Die Hitzegerinnung des Plasmas. 

Wir untersuchten ein Serum, das 800 AE. pro ccm enthielt und 
dessen pu durch Zusatz von Citronensiure und 5°,igem NaCl auf 4 
bis 4,1 eingestellt worden war. Je 10 ccm dieses Plasmas wurden 10) 
bis 60 Minuten lang auf 53 bis 54°C erwarmt, sofort 40 cem Wasser 
zugesetzt, geschiittelt und filtriert. Das Filtrat enthielt keine Anti- 
toxine. Wenn wir jedoch jeder Portion dieses Serums 0,1 g Pepsin 
(P. D. !/ i999) zusetzten, enthielt das Filtrat Antitoxine (Tabelle 1). 


Tabelle I. 





remee | geehtdones dee | camjecm | Sa | ammiwe |» Yet 
| | | 
Ursprungsplasma, _ 160 2,10 | 7600 | 
', verdiinnt 
53 10 100 1,40 ire a 28 37,5 
53 20 100 1,35 ote |, Gein Bea; 
53 30 100 1,30 7 700 Aaa F 
53 60 80 1,30 | §©6§100 50 
58 5 100 1,30 7 700 1 806 
58 10 100 1,30 7 700 375 
58 20 100 1.30 7 700 37,5 
58 30 80 1,3 6 100 50 
58 60 80 1,30 6 100 50 


Das Verhaltnis AE./Protein wird durch die peptische Einwirkung 
demnach nicht verbessert, in Abwesenheit des Pepsins findet aber 
keine Wiederlésung der Antitoxine statt. 


Wir untersuchten auch den EinfluB der Anwesenheit eines Gels 
auf die Hitzegerinnung und verwendeten ein Caz (PO,4)o-Gel (nach Utkin) 
und ein Al(OH).-Gel (nach Willstdtter). Zu je 250 cem Plasma wurde 


1 g Pepsin in 10 cem Wasser zugesetzt und das py auf 4 bzw. 3,5 und 3 
gebracht. Diese drei Gemische wurden zunachst eine Stunde auf eine 
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Temperatur von 47°C gebracht, dann in je 50 ccm abgeteilt und mit 
25g NaCl versetzt und dann folgende Mengen des Gels hinzugefiigt : 


hs BOY os Sass ests Cag (P O4)9-Gel 
BBs no. aeetalowess m 

gle iret iA 

ae ea ee ee 


» Ohne Gelzusatz. 


Nach diesem Zusatz wurde auf 66°C durch 10 Minuten erwarmt, 
jede Probe auf 100 cem mit destilliertem Wasser aufgefiillt, geschiittelt 
und filtriert (Tabelle I1). 


Wir bemerken einen fabelle I. 





giinstigen EinfluB der jo Reinigungs- | AB.-Vertest 
s cS Nr. Ms AE./cem ie acne : 
peptischen Vorverdau- Pu ona | _ia "lo 
ung (vgl. Tabelle 1). Ein 1 40 80) 25 50) 
KinfluB des Gels ist in 2 4,0 80 2,5 50 
sah ‘ 3 4,0 80 25 50 
keinem Fa He zu be . 4 40 3() 25 50) 
obachten, hingegen ist 5 4,0 80 2.5 
eine Verbesserung der 1 35 80) 7 50) 
Reinigung bei po = 3,5 2 3,5 80 6,3 50 
zi a . 3 3,5 80 5.0 50 
rAN be me rke n. Der Ver- 4 35 80 4.9 50) 
lust ist bei pu 4 und 3,5 5 3.5 100 6,3 40 
der gleiche. Bei px 3 er- 1 80 60 4.7 65 
folgt eine erhéhte Zer- 2 3,0 60 3,2 65 
a : ‘ 3 3,0 70 3,6 60 
stérung, der Antitoxin- 4 3'() r 


verlust ist etwa 65°. 
Analoge Versuche mit Al(OH), lieferten ein ahnliches Ergebnis, die 
Anwesenheit des Gels ist ohne EinfluB, die Reinigung betragt etwa 


das Vierfache. 


Versuche mit Seren, die durch Proteolyse Konzentriert wurden. 
(Nach Parfentjev.) 


Das verwendete Serum enthielt 1800 AE. pro ccm und 11,37 % 
Protein und wurde durch peptische Proteolyse und nachfolgende Ultra- 
filtration erhalten. Untersucht wurde der Einflu®B der Temperatur und 
Erhitzungsdauer in Abwesenheit von Pepsin. Das px betrug 4,1, ferner 
wurden 0,2 °, Trikresol und 5°, Kochsalz zugesetzt. Nach der Hitze- 
gerinnung wurde mit Wasser auf das Vierfache verdiinnt, filtriert und 
das Filtrat untersucht (Tabelle ITI). 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Reinigung eine gute ist, 
da sie bei einem durchschnittlichen Verlust von 50°, der AE. ungefahr 
das 2,5fache betrigt. Im urspriinglichen Serum betrug das Verhaltnis 
AE./Protein 15800 und erhéhte sich nach der Hitzegerinnung auf 
ungefaihr 40000. — Auch die Temperatur beeinfluBt die nach der Methode 














F. Modern u. G. Ruff: 


Tabelle III. 





remperatur Zeitdauer des x Yerlus inig S- S 
( Erhiteens in afin, AE./com yay ar AE. /g Eiwe 
52 10 200 33 Bot 42 600 
52 20 150 50 2,256 35 500 
52 30 150 50 2,40 38 000 
52 60 150 50 2,40 38 000 
58 10 120 60 2,45 39 000 
58 20) 120 60 2,70 42 500 
58 30 100 66 2,27 36 000 
58 60 80 73 22,20 31 600 
Ursprungsserum 300 — 15 800 


(1:4 verdiinnt) 


Parfentjevs hergestellten Sera. Bei 58°C wird ein GroBteil der Eiweils- 
k6rper irreversibel koaguliert. Erwarmt man hingegen durch 10 Minuten 
» der Proteine wieder erhalten und man 
gelangt zu einem Reinheitsgrad von 42600 AE. pro g Protein. Diese 
Temperatur und Erhitzungsdauer scheint demnach das Optimum fiir 
die Abspaltung der antitoxischen von den indifferenten Proteinen zu sein. 


auf nur 529C, so werden 66 ° 


Diese Ergebnisse zeigen, daB die nach Parfentjev behandelten Sera 
eine Modifikation ihrer antitoxischen EiweiBkérper erfahren haben, 
welche sie befahigt, der Versuchstemperatur zu widerstehen. Die anderen 
EiweiBk6rper scheiden sich leicht bei 10 Minuten langer Erwarmung 
auf 52°C ab. Wie wir weiter unten (Tabelle 1V) sehen kénnen, wird 
der physikalische Zustand der EiweiBkérper durch eine weitere Proteolyse 
nicht geandert. 

Wenn wir ein antitoxisches nicht-proteolysiertes Serum, das aus 
Euglobulin und Pseudoglobulin besteht und durch die iiblichen Kon- 
zentrierungsmethoden erhalten wurde, erwarmten, konnten wir bei 
keinerlei Temperatur im Bereich von 50 bis 70°C das Verhiltnis 
AE.’ Protein verbessern. 

In einer weiteren Versuchsreihe mit einem peptisch vorbehandelten 
Serum (mit 3000 AE. pro cem und 6,69°, EiweiB) bewirkte ein 10 Minuten 
langes Erhitzen auf 52 bis 53° C und py 4 einen Verlust von 35 bis 40°, AE., 
hingegen wurde das Verhaltnis AE./Protein auf 81000 erhéht. Das ur- 
spriingliche proteolysierte Serum hatte 45000 AE. pro g Protein. 

Im folgenden Versuch wurde dem proteolysierten Serum (1800 AE. 
NaCl 


pro cem und 11,57 % Eiweis) 2/99 Pepsin, 0,2 °, Trikresol und 5 ‘ 


) 
oO 


Tabelle IV. 





remperatur erhi sdauer 1.-V. his » a 
: , :~ = a AE. /cem was — Reinigungsgrad AE./g Eiweils 
52 10 200 33 1,8 28 400 
52 20 150 5O 1,69 26 700 
52 30 150 50 1,69 26 700 
h2 50 | 


2 15 | keine Auflockerung und kein Antitoxingehalt. 











zug 
auf 


Ver 
hits 


un 
siel 
pro 
10. 


Re 
tox 
wil 


un 
Cit 
ein 
Sa 
ha 
wu 
hit 
di 





Eiwe 


00 
00 
JOO 
)00 
)00 
00 
00 
00 
300 


weil}- 
juten 
man 
Diese 
1 fiir 
sein. 
Sera 
uben, 
leren 
nung 
wird 
lyse 


; aus 
Kon- 

bei 
Itnis 


Iten 
uten 
AE., 


AE. 
aC] 


vejb 


lt. 








Reinigung von Antidiphtherieserum durch peptische Proteolyse. 409 


zugesetzt: dann wurde hitzekoaguliert. Nach der Koagulation wurde 
auf das Vierfache verdiinnt. 

Aus Tabelle [LV geht hervor, daB neuerlicher Pepsinzusatz keine 
Verbesserung der Relation AE. Protein bewirkt und daB ferner durch Er. 
hitzen auf 58°C unter diesen Umstanden das Antitoxin vollig zerst6rt wird. 

SchlieBlich untersuchten wir noch den EinfluB von Trikresol 
und NaCl auf die Hitzegerinnung proteolysierter Sera. Das proteoly- 
sierte und durch Ultrafiltration konzentrierte Serum enthielt 1000 AE. 
pro ccm und das Verhaltnis AE./ Prot. betrug 20000. Es wurde bei pu 4 
10 Minuten lang auf 52 bis 53°C erhitzt,vierfach verdiinnt und filtriert. 


Tabelle V. 





megs ne ; aoe Teg Reinigungsgrad bia AE. g EiweiB 
1 5 0,2 1,4 50 28 000 
2 5 1,9 40 38 000 
3 0,2 1.7 40 34 000 
4 1 0,2 1,7 40 34 000 
5 2,5 0,2 1.9 40 38 000 


Daraus geht hervor, da der kleine NaCl-Gehalt von 2.5% eine 
Reinigung von 20000 auf 38000 AE. pro g EiweiB bewirkt. Der Anti- 
toxinverlust ist nicht gréBer als 40 bis 50°,. Eine gleichgute Reinigung 
wird durch 5°, NaCl ohne Trikresolzusatz erhalten. 

AbschlieBend kénnen wir sagen, daB die Methode von Parfentjev 
eine dreifache Reinigung bei nur 15 bis 20°, Antitoxinverlust erzielt. 
Wenn diese proteolysierten Sera bei Anwesenheit von Kochsalz und bei 
52 bis 53°C koaguliert werden, laBt sich eine weitere Reinigung um 
etwa das Doppelte bei etwa 40 °,, AE.-Verlust erzielen. Die Kombination 
beider Methoden ergibt also eine Reinigung um das Fiinffache bei 
einem Verlust von etwa 50°, AE. Das obenstehende Serum hatte 
urspriinglich 7000 AE. g Protein. Nach der Proteolyse 20000 und nach 
der Hitzegerinnung 38000 AE. pro g Protein. 


Versuche mit nativen Antidiphtherieseren. 

Wir verwendeten Seren von frisch gewonnenen Blutproben und 
untersuchten zunaichst den EinfluB von Sauren (Salzsaure, Oxalsaure, 
Citronensdure) auf die peptische Proteolyse. Bei gleichem py besteht 
ein deutlicher Unterschied in der Saurewirkung: Die Reinigung ist bei 
Salzsaure am schlechtesten, bei Citronensaure am besten. Unser Serum 
hatte 500 AE. pro cem und wurde mit HCI auf px 4,1 gebracht: es 
wurden 1° 9 Pepsin, 5°, NaCl, 0,2°, Trikresol zugesetzt, dann wurde 
hitzekoaguliert, 1:4 verdiinnt, filtriert und bei 46°C 2 Stunden lang 
digeriert. 








I. Modern u. G. Ruff: 


Tabelle VI. 





re = ane “ga A 3 inem oe teinigungsgrad 
48 10 80 36 
58 20 8&0 36 be 
58 30 80 36 a 
58 60 80 36 2,45 
58 120 60 h2 2 40 
Ursprungsserum 126 


(1:4 verdiinnt) 


Der EinfluB der Erhitzungsdauer ist bemerkenswert. Bei 60 Mi 
nuten wird eine Reinigung um das 2,4fache erzielt, ein weiteres Erhitzen 
andert nichts mehr. Mit Oxalsiure wurde bei gleichem px, gleicher 
Temperatur und Zeit eine 3,1 fache und mit Citronensdure unter gleichen 
Umstanden eine vierfache Reinigung bei 30°, Verlust erzielt. Der 
Reinigungsgrad und der Verlust an antitoxischen Einheiten sind bei 
all diesen Versuchen auch von der Natur des verwendeten Serums 
abhangig. 


EinfluB von NaCl und Na, SO, bei der Hitzegerinnung. 


Zur Verwendung gelangte ein Antidiphtherieserum (400 AE. /cem), 
welches mit 2°/o9 Pepsin bei 37°C und px 4 6 Stunden lang proteolysiert 
wurde. Hierauf wurden die in Tabelle VII angegebenen Mengen von 
Natriumchlorid und Natriumsulfat zugesetzt und bei 60°C 10 Minuten 
lang erhitzt. Die erzielte Reinigung betrug das Drei- bis Vierfache. 


Tabelle VII. 


(Verwendet wurden je 100 ccm Serum.) 





Salzgehalt AE./ecm Reinigungsgrad AE.-Verlust 


in ° 
DME mae: ah aeebeekas 280 3,5 30 
CU MA ion. ice 40 230 3,6 43 
O ROE nscecnsisivws 200 3,5 50 
Be et woes a oriec ee eas 200 3.9 50 
2% Bas8O eR a8: ay 350 3,6 12 
oy ag” erro 350 3,8 12 
ay Se ee ey 300 3,7 25 
18 : MaBO) iicccvres i 200 3.7 50 


Mit NaCl wird eine Reinigung um ungefahr das 3,5fache erzielt, 
der Verlust an AE. betrigt 50°, hingegen ist der Verlust bei Zusatz 
von 2 bis 5°, Na,SO, bei ungefahr gleichem Reinigungsgrad nur 12 °%,. 
Wiederholte Versuche mit Na,SO, an anderen Seren ergaben immer 

2OU%4 
eine Reinigung um das 3,4- bis 4,5fache, der Verlust an antitoxischen 
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Kinheiten war dabei immer geringer wie beim Kochsalz. Diese Methcde 


kénnte in der Praxis zur Konzentrierung groBber Mengen ven Serum 
verwendet werden, da sie leicht und rasch auszufiihren ist. Man kénnte 
sie noch dadurch erganzen, daB man nach der Hitzegerinnung mittels 
22°,iger Na,SO, die Gesamtglobuline ausfallt und danach dialvsiert. 


Proteolyse nativer Sera bei Gegenwart von NaCl, Na, S0O,. 
Caleiumphosphat-Gel und Eialbumin. 


Es war von Interesse, den Einflu8 dieser Substanzen bei der pepti- 
schen Proteolyse des Antidiphtherieserums kennenzulernen und das 
Verhaltnis der Reinigung und der Verluste mit jenen der bereits be- 
schriebenen Methoden zu vergleichen. Neben NaCl und Na,SQO, ver- 
wendeten wir das Ca, (PO,4)o-Gel nach Utkins. Weiter wurde noch der 
EinfluB von Eialbumin auf die Proteolyse untersucht, da dieses Kolloid 
enzvymatische Prozesse beschleunigt. 

Das verwendete Antidiphtherieserum hatte 500 AE. pro cem und wurde 
mittels Zusatz von 20°, iger Citronensaure auf py 4,1 gebracht. Zu 1 Liter 
dieses Serums wurden 4g Pepsin (PD. '/ 9999) zugesetzt und alles in gleiche 
Anteile zu je 200 cem aufgeteilt. Zur ersten Probe wurden 10 g¢ NaCl, zur 
Probe Nr. 2 27 g Na, SO, (wasserfrei), zu Nr. 3 10 cem Eialbumin, zu Nr. 4 
50 cem Phosphatgel zugesetzt, wihrend Nr. 5 als Kontrolle diente. Dann 
wurde 6 Stunden auf 46°C erwarmt, die Halfte jeder Probe mit 0,2 cem 
Trikresol versetzt und 10 Minuten auf 58°C erhitzt. 

Es konnten auf diese Weise die Reinigung einmal unmittelbar nach 
der Proteolyse, das andere Mal nach der Hitzegerinnung untersucht 
werden (Tabelle VITI). 


Tabelle VIII. 





Nr. AE./cem Reinigungsgrad 
l NE eo ks Martian ¢ 375 3,0 

2 Oe ge a ES a 345 3,5 

3 a 360 1,6 

4 25 % Ca, (PO,)-Gel........ 360 2 

5 Kontrolle (ohne Zusatz) ..... 375 2 

1, Hitzekoagulation von 1 ...... 270 4,2 

2, ee 240 4,5 

3, 7 ee 315 2,45 

4, i * re 270 2,52 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB von den verwendeten Substanzen 
nur Natriumsulfat von giinstigem Einflu® ist. Man erreicht eine 3.5fache 
Reinigung, welche durch die darauffolgende Hitzegerinnung auf das 
4,.5fache erhéht wird, wobei jedoch ein Verlust von 50°, der urspriing- 
lichen Antitoxineinheiten zu verzeichnen ist. Eialbumin wirkt un- 
giinstig, weil die Reinigung nur das 1.6fache betragt. waihrend der 
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Kontrollversuch eine doppelte ergibt. Der Verlust an AE. beim Natrium- 


sulfat wird durch die Fallung der gesamten Euglobuline bedingt, wenn 
wir jedoch nur 10%, Na, SO, verwenden, verringert sich dieser auf 25 ' 


EinfluB des py bei der Hitzegerinnung nativer Sera. 
Neben der pu-Wirkung wurde auch die gleichzeitige Wirkung von 
NaCl untersucht. Die Sera wurden durch eine Stunde mit 2° /o,igem 
Pepsin bei pu — 3,5 bei 47°C proteolysiert. Dann wurden sie auf das 
in der Tabelle angegebene pu gebracht und 10 Minuten auf 66° C erhitzt 


Tabelle IX. 
(AE./cem in allen Seren 600.) 





Serum Reinigungs- NaCl Serum Reinigungs- NaCl 
Nr. PH grad in °/, Nr. PH grad in %, 
] 3.5 3,0 5 ? 3,5 3,4 10 
2 3,5 3,4 5 8 3,5 3,4 10 
3 $.1 3,4 5 9 4,1 4,1 10 
4 4,1 3.4 5 10 4,1 $,7 10 
5 4.6 5 11 4.6 2.6 10 
6 4,6 2,3 5 12 1,6 2,3 10 





Das pxu-Optimum liegt also bei 4,1, wo eine ungefaihr vierfache 
Reinigung erzielt wird. Bei niedrigerem py ist der Reinigungsgrad 
geringer. 

EinfluB der Antiseptica bei der Hitzegerinnung nativer Sera. 

Wir untersuchten den EinfluB von Trikresol, Carbolsiure, Benzol. 
Xylol und Thymol; das vorbehandelte Serum (3/,stiindiges Erhitzen aut 
47°C bei px 5 und 2°/o) Pepsin) wurde mit 5°, NaCl und 0,2 °, der 
Antiseptica versetzt, dann 10 Minuten auf 60°C erhitzt, filtriert und 
das Filtrat untersucht. 

Tabelle X. 





-—* Aiea ye — Antiseptikum 
Original 570 
l 330 12 3,9 kein Zusatz 
2 300 18 4,6 Trikresol 
3 300 48 4.6 Phenol 
4 330 42 3,8 Benzol 
5 300 48 3.5 Xylol 
6 300 48 3,9 Toluol 
7 250 56 4,1 Thymol* 
* 2ccem einer 10 °/,igen alkoholischen Thymollésung. 


Nur Trikresol und Carbolsiure iiben einen férdernden Einflu 
aus, die anderen Antiseptica sind wirkungslos. 
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Einflu8 der Zeitdauer der Proteolyse auf die Hitzegerinnung 
nativer Sera. 

Das verwendete Serum enthielt 650 AE.jccem. Das px wurde 
mit Citronensaure auf 3,5 gebracht und zu je 350cem wurden 1,5g Pepsin 
qugesetzt. Die Sera wurden im Brutschrank wahrend der in der Ta- 
belle XI verzeichneten Zeitdauer erhitzt und dann in der iiblichen 
Weise bei 606°C keoaguliert. 


Tabelle XI. 





Verdiinnntes 


Serum Fg woe on AE./eem — Reinigungsgrad 
Nr. ; 
1 60 Min. 175 40 3.4 
2 3 Std. 175 40 4.0 
3 a 175 40 4,0 
t 24, 125 57 4,2 


Man sieht, daB mehr als einstiindiges Erhitzen keinen besonderen 
EinfluB auf die Reinigung hat, da diese nur vom 3,4fachen auf das 
4fache verbessert wird. Neuere Versuche haben iibrigens ergeben, 
daB man auch bei bedeutend kleinerer Zeitdauer der Pepsinwirkung 
einen ebenso guten Reinigungsgrad erzielt. 


Einflu® der Verdiinnung und des Koechsalzgehaltes. 


Serum mit 650 AE./cem und pu = 4 wurde mit 4° 9, Pepsin 
60 Minuten lang bei 49°C digeriert. Proben von je 50cem wurden 
mit 5-, 10-, 15- und 20 °,iger Kochsalzlésung versetzt und dann in obiger 
Weise koaguliert. Dann wurden die in Tabelle XII angegebenen Wasser- 
mengen zugesetzt und das Filtrat untersucht. 


Tabelle XII. 





ape a Sioete ar Reinigungserad hay 
0 48 5S 5 
l 38 30 4.0 5 
2 114 29 3.3 5 
3 38 30 4,2 10 
4 114 29 3,0 10 
5 38 30 4,2 15 
6 114 29 3,9 15 
7 38 47 3.5 20) 
8 114 36 3,0 20 


Die beste Reinigung wird also ohne Wasserzusatz erzielt, freilich 
mit einem 50°,igen Verlust der Antitoxineinheiten. Wasserzusatz 
nach der Hitzegerinnung vermindert den Verlust bis auf 30°,. Der 
NaCl-Zusatz ist ohne Wirkung. 
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Reinigung konzentrierter Sera. 


Wir verwendeten konzentrierte Sera (Euglobuline und Pseudogloly 
line), welche wir durch Ausfallung mit 22°, NagSO,erhalten hatten. 1D. 
UberschuB von Na,SO, wurde im Kalteschrank durch Auskristalli 
sieren entfernt. So erhielten wir zwei verschiedene Sera (Nr. 2044 und 
2067) mit 1000 bzw. 1700 AE./cem. Diese wurden mit Wasser bis aut 
einen EiweiBgehalt von 7° verdiinnt, bei 46°C 3/, Stunden lang mit 
Pepsin digeriert, und zwar bei pu = 3,1 bzw. 3,7. Bei letzterem » 
sinkt der Verlust an AE. auf 20%. Die Hitzegerinnung wurde bei 
pu = 4,1 bis 4,6 und Erhitzen durch 10 Minuten auf 60° C durchgefiihrt 


Tabelle XIII. 





Serum Reinigungs- Verlust Serum > Reinigungs- Verlust 
Nr. PH grad in 9/5 Nr. PH grad in %/, 

2044 4,1 4,7 40 2067 4,] 4,5 40 

2044 4,5 4,5 40 2067 4,6 4,0 40 


Die Reinigung betriagt also ungefahr das 4,5fache bei einem 40 °,igen 
Verlust an Antitoxin. Dieser Verlust kann durch Proteolyse bei pu = 3,7 
auf 20°, reduziert werden, wenn man in folgender Weise verfahrt: 
Das Serum Nr. 2067 wurde mittels 20 °,iger Citronensaure auf pu — 3.7 
gebracht und durch 45 Minuten hindurch mit 2°/9) Pepsin bei 46°C 
proteolysiert. Dann wurde das px auf 4,3 bis 4,4 erhéht und zu der 
einen Probe 5%, NaCl, zur anderen 5% NaClund 2 % Trikresol zugesetzt. 
Beide Proben wurden 10 Minuten lang auf 60°C erhitzt und filtriert. 
Die Reinigung betrug im ersten Filtrat 3,5, im zweiten 5,1, bei einem 
bloBen Verlust von 20°, AE. Diesen Versuch haben wir mehrmals 
mit gleichem Erfolg ausgefiihrt, so daB dieses Verfahren fiir die Praxis 
zur Reinigung gréBerer Mengen bedeutungsvoll ist. Man kann das 
Filtrat dann noch mit 22% Na SO, ausfallen und durch Dialyse 
reinigen. 

In Hinblick auf dieses giinstige Ergebnis versuchten wir dieses 
Verfahren auf gréBere Mengen nativen Serums anzuwenden, wobei 
statt des NaCl-Zusatzes Na. SO, verwendet wurde. Wir proteolysierten 
das halbverdiinnte Serum bei pu = 4 mit 2°/5) Pepsin bei 46° C durch 
9) Minuten. Dann fiigten wir so viel NagSO, hinzu, bis dessen End- 
konzentration 7,5°, betrug. Zu je 10 Liter dieses Serums wurden 10 ccm 
Trikresollésung zugesetzt. Dann wurde durch Hitze koaguliert, filtriert., 
das pu mittels NaOH auf 7,4 gebracht. Nun wurde mit 22 °,igem 
Na, SO, ausgefallt, der Niederschlag mit der gleichen Lésung gewaschen 
und dann bis zur Entfernung des iiberschiissigen Na,SO, dialysiert. 
Die Reinigung betrug das 4,6fache, der Verlust 30°. In kiirzlich 
ausgefiihrten Versuchen konnte dieser bei vier- bis fiinffacher Reinigung 
auf 20 % herabgemindert werden. 
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Abtrennung der bei der Proteolyse gebildeten Albumosen. 


Ein wichtiges Problem bei diesen proteolytischen Reinigungs- 
methoden ist die Entfernung der fiir den menschlichen Kérper giftigen 
Die einzige Methode, die wir bisher verwendet hatten, 
Diese ist jedoch bei der Reinigung grober 


Wir untersuchten systematisch 


Albumosen. 
war die Ultrafiltration. 
Mengen zeitraubend und schwierig. 
die Wirkungen von Salzen und 
SchlieBlich fanden wir, daB der GroBteil der Albumosen durch Zusatz 
von 10% Athylalkohol zum proteolysierten Serum entfernt werden 


Sauren, organischen Substanzen. 


kann. 

Wir verwendeten zu unseren Trennungsversuchen die Ultrafiltrate 
proteolysierter Antidiphtheriesera, die sehr reich an Albumosen sind, 
und untersuchten zunachst deren Stabilitat bei verschiedenen pxu-Werten 
(erhalten durch Zusatz von HCl bzw. NaOH), die durch ihren Triibungs- 
grad festgestellt wurde. Das px wurde mittels Glaselektroden und dem 
Potentiometer nach Leeds & Nurthrup gemessen. 


Tabelle XIV. 





Pu Triibungsgrad Pa Triibungsgrad Pu Trabungsgrad 
1,4 4 12 . 9,8 - 1. 
3,1 4 11,8 - 9.5 + - 
4,8 4 8,0 8,4 - 


Wir untersuchten auch die Fallung der albumosereichen Ultra- 
filtrate durch Alkohol und Aceton bei den px-Werten: 1,5, 3,1, 7,4 
und 12,1. 

Tabelle XV. 





Ultra- 


filtrate Alkohol Aceton 
Volumen a wwe " san 


Triibungsgrad bei 


ecm cem eem Px 1,5 Px 12,1 Pu 7.4 Pa 3,1 

5 2,5 -- 0 0 0 0 

5 5 — |  schwache ++} 0 0 

|| Opaleszenz 

5 10 — | ete cok ae 0 

5 6.20 — $e ++ oe +4 

5 2,5 || 0 0 0 0 

5 5 0 0 0 0 

5 10 Opaleszenz Opaleszenz Opaleszenz Opaleszenz 
5 ; 2) i oe re a ae a | a oe 


Die faillende Wirkung des Alkohols ist bei pu 12 am gréBten, 
Aceton hat eine geringere Wirkung, welche vom px wenig beeinfluBbt 
wird. Wird dem Ultrafiltrat eine gleiche Menge Antidiphtherieserum 
zugefiigt und das Ganze mit der halben Menge Alkohol versetzt, so 
erfolgt eine Fallung, die vollkommen wieder léslich ist, falls man diese 
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Prozedur bei 0° C ausfiihrt. Da bei dieser Alkoholkonzentration, wi 
aus obigen Versuchen hervorgeht, die Albumosen nicht gefallt werder 
so ist damit eine Methode gegeben, die Albumosen von den Antitoxinen 
zu trennen. 


Wiederlésung des erhaltenen Niederschlages. 


Wir mischten 90 ccm Ultrafiltrat mit 10 cem Antidiphtherieserum 
von 1000 AE ‘cem ; zu je 50 cem dieses Gemisches wurden 25 cem Alkoho! 
bzw. 25 cem Aceton bei 0° C zugesetzt. Dann wurde rasch zentrifugiert 
Beide Niederschlige lésten sich leicht in 0,9°,iger NaCl-Lésung bei 
pu — 8, wobei 80°, der AE. wiedergewonnen werden konnten. Die 
Alkohelkonzentrationen wurden so gewahlt, daB die Albumosen durch 
sie nicht gefallt wurden. Bei Mischung gleicher Teile von Ultrafiltrat 
und Antidiphtherieseren sind die Alkoholniederschlage schlecht léslich. 
Es ist daher nétig, die proteolysierten Sera zunichst auf das Zehnfache 
zu verdiinnen, auf 06°C abzukiihlen, das px auf 2 zu bringen und das 
halbe Volumen Alkohol zuzusetzen. Eine Abtrennung der Albumosen 
ist durch Dialyse nicht méglich. 

Wir untersuchten auch verschiedene Salze, die sich fiir diese Trennung 
eignen. KCl, NaCl, NaNO,, Na-Acetat fallen bei Sattigung Albumosen 
und Antitoxine gleichzeitig. In Na,SO, fallt bei 22°, gleichfalls ein 
groBer Teil der Albumosen aus, wahrend haibgesittigtes Ammonsulfat 
nur einen kleinen Teil der Albumosen fallt. Auch das py spielt dabei eine 
Rolle, da die Fallung bei py 7,2 bis 7,4 am geringsten ist. Ebenso ist 
bei 0°C die Fallung der Albumosen am kleinsten. 


Kombinierte Fallung des proteolysierten Serums durch halb- 
gesittigtes Ammonsulfat und Athylalkohol. 


Halbsattigung mit Ammonsulfat ruft in den Ultrafiltraten eine 
Triibung hervor. Versetzt man das albumosereiche Ultrafiltrat vorher 
aber mit 20°, Alkohol, so findet auch nach 24stiindigem Stehen keine 
Ausfallung der Albumose statt. Hingegen gibt das Antidiphtherieserum 
unter diesen Umstanden einen gut léslichen Niederschlag. Leider 
gehen hierbei Antitoxineinheiten verloren, denn diese Niederschlage 
enthielten nur 20°, der urspriinglichen AE. Um diesen Verlust zu 
verringern, wurde der Alkoholzusatz auf 10°, herabgesetzt, so dab 
wir bei 0° C und pu 7,2 bis 7,4 und Halbsattigung eine ganz schwache 
Opaleszenz durch geringfiigige Ausfaillung von Albumosen erhielten. 

Das nachstehende Protokoll berichtet iiber die Messung des anti- 
toxischen Wertes in Vergleichsversuchen. 

1. bei bloBer Fallung mit halbgesattigtem Ammonsulfat, 

2. bei gleichzeitigem Zusatz von 10°, Alkohol bzw. Aceton. 
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Zu diesem Zwecke wurden drei Proben von je 500cem  Anti- 
diphtherieseren : 

1. bloB mit 500 cem Ammonsulfat versetzt und 2. noch mit 50 cem 
Alkohol bzw. 3. mit Aceton gemischt. 

Die entstandenen Niederschlage wurden mit 2. gesattigtem Ammon- 
sulfat gewaschen und in einer gleichen Menge Wasser wieder gelést. 
In den Filtraten dieser Niederschlage war im ersten und dritten Falle 
weniger als 1 AE., im Falle 2 gerade 1 AE. enthalten. Da das ver- 
wendete Serum 200 AE. ccm enthielt, bedeutet dies, da praktisch 
kein Antitoxin ins Filtrat iibergegangen, also kein Verlust erfolgt ist. 
Auch die Messung der Filtrate ergab in allen drei Fallen den gleichen 
AE.-Gehalt. 

Wir bestimmten noch das Verhaltnis des Antitoxins zum Eiweil, 
wobei wir die Eiweibkérper durch Fallung mit Trichloressigsaure und 
Natriumwolframat vom beigemengten Ammonsulfat trennten und 
letzteres bestimmten. Der Trockenriickstand der urspriinglichen 
Lésung, vermindert um das (N H4)oSO,, ergab dann den Eiweibgehalt. 
Wir erhielten fiir das Verhaltnis AE. Protein folgende Zahlen: 


‘ 2300 . . - " F 
A. Pallung duroh (NE, ).8O, .. cscs cesieeee 0.147 15 300 AE./g EiweiB 
. ‘ 
2300 
oe ¥ - i RIRONE 6 — = 18300 a 
0,125 
3 \ ar 17 000 
ov. $s = oe PON 2 das 3 0s 0,134 ( = ee 


Diese Werte zeigen klar, dafS bei Alkohol- oder bei Acetonzusatz 
eile gréBere Reinigung erzielt wird wie bei der bloBen Ammonsulfat- 
faillung. Im letzteren Falle wird ein Teil der Proteolyseprodukte mit- 
gefallt, was durch Alkohol oder Acetonzusatz vermieden wird. Das 
Verhaltnis AE. Protein ist in diesen drei Versuchen relativ niedrig, 
da mit einem antitoxinarmen Serum gearbeitet wurde. 
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Zur Frage der optischen Drehung 
von Glutaminsiiure aus nekrotischem Gewebe. 
Von 
H. Bayerle und G. Borger. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 17, Mai 1940.) 


C'. Dittmar hat in einer Mitteilung! die Vermutung ausgesprochen, 
daB es sich beim Auftreten von d,]-Glutaminséure um eine Erscheinung 
handle, die nicht mit der malignen Entartung der Zelle im Zusammen 
hang stehe, sondern die erst bei ihrem nekrotischen Zerfall eintrete 
Es wurde weiterhin die Méglichkeit diskutiert, daB ein Freiwerden von 
bestimmten Fermenten bei der Nekrose die Umlagerung bewirkt 
F. Kégl und H. Eraleben haben ja nun friiher schon mitgeteilt, daf 
sie aus allgemeinen biologischen Griinden die Entstehung von d-Amino- 
siuren durch Nekrotisierungsvorginge fiir unwahrscheinlich halten: 
und in ihrer vierten Mitteilung? haben sie auch im Experiment gezeigt, 
da die Glutaminsdure aus den nekrotischen Partien von Jensen- 
Sarkomen gré8enordnungsmaéBig den gleichen Racemisierungsgrad 
aufweist wie die Glutaminsiure aus den gesunden Tumoranteilen. 
Damit wurde die Dittmarsche Erklarungsweise zuriickgewiesen. Nun 
gibt es aber immerhin einen biologisch-chemischen Grund, der fiir die 
Dittmarsche Ansicht spricht und durch entsprechende Kontrollversuche 
mute dieser Grund ausgeschaltet werden. ° 

Die Vorgange, die sich auf proteolytischem Gebiet wohl in der 
Mehrzahl der verschiedenen Nekroseformen abspielen, kann man sich, 
wie.in folgenden Satzen formuliert ist, vorstellen: 

Hat ein Gewebe seine Lebensfahigkeit aus irgendeiner Ursache 
eingebiiBt (ein Zustand, der ja histologisch und morphologisch nicht 
feststellbar ist), dann werden siamtliche synthetisierenden Prozesse 
in mehr oder minder kurzer Zeit eingestellt und die autolytischen, 
abbauenden Prozesse iiberwiegen, um aber gleichfalls in mehr oder 
minder kurzer Zeit abzuklingen. Als Folge dieser primairen Vorgange 
erkennt man — neben einer Reihe von Erscheinungen, die in diesem 
Zusammenhang weniger wichtig sind — in vielen Fallen eine Koagulation 
(Koagulationsnekrose) und fast immer eine mitunter sehr deutliche 
Alkalisierung. Z. B. hat eine Infarktniere ein px bis zu 7,8 gegeniiber 7,0 

1 Zeitschr. f. Krebsforsch. 49, 441, 1939. — 2 Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 263, 107, 1940. 
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Optische Drehung von Glutaminsaéure aus nekrotischem Gewebhe. 





im Normalfall. Es ist sicher, daB diese Alkalisierung eine Aktion der 


normalen Umgebung gegen den erfolgten Gewebetod darstellt. Unsere 
Fragestellung, die uns zur Beachtung der JDittmarschen Aussagen 
fiihrte, war nun die: 

Kénnte es nicht eine allgemeine Erscheinung sein, dab in emem 
normalen Gewebe im Verlauf der bei der Nekrose sich voliziehenden 
Alkalisierung eine teilweise Racemisierung der Proteinbausteine sich 
vollzieht ? Kénnte es nicht sein, daB, begiinstigt durch die Alkalitat, 
im biologischen Milieu eine Racemisierung der Glutaminsdure statt- 
findet, die sonst, in vitro, nur bei der Anwendung von starkem Alkali, 
hohem Druck und hoher Temperatur erfolgt. Vollziehen sich ja 
auch sonst im biologischen Geschehen Prozesse spielend, die in vitro 
die starksten Eingriffe benétigen. Ein Protein in vitro abzubauen, 
erfordert die Anwendung starker Saure oder Lauge, die Anwendung 
von Siedetemperatur und langer Versuchszeit. Ein Enzym aber braucht 
zum Vollzug derselben Vorginge nichts dergleichen. 

Es muBte also um diesen einen, fiir (C. Dittmar sprechenden, 
biologisch-chemischen Grund auszuschalten, festgestellt werden, ob 
bei nekrotischen Geweben aus nicht carcinomatésen Organen im Ver- 
gleich zum normalen Ursprungsgewebe eine Racemisierung von Amino- 
sduren, besonders von d-Glutaminsaure, zu finden ist. Es mubte auBer- 
dem festgestellt werden, ob in den Proteinen irgendeines Organbreies, 
welcher langere Zeit einer alkalischen Behandlung ausgesetzt war, 
eine mehr oder weniger racemisierte Glutaminsaéure vorhanden ist. 

Da wir Proteine aus Infarktnieren (Nieren, welche durch Unter- 
bindung der Arterie nekrotisch wurden) im Rahmen einer anderen 
Untersuchungsreihe isolierten, haben wir einmal eine grébere Menge 
derselben hydrolysiert und Glutaminsdure als Chlorhydrat gewonnen. 
Zum Vergleich dazu wurden die entsprechenden Normalnierenproteine 
hydrolysiert und gleichfalls Glutaminsaurechlorhydrat isoliert. SchlieB- 
lich wurde noch der Gewebsbrei von frischen Kaninchenlebern auf ein 
pu 8,0 gebracht und etwa 8 Tage bei demselben px unter Wahrung 
der Sterilitaét im Brutschrank aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde 
zentrifugiert und die iiberstehende Lésung mit Alkohol gefallt. Die 
gereinigten und getrockneten Proteine (Riickstand und Fallung) wurden 
vereinigt, hydrolysiert und Glutaminséurechlorhydrat isoliert. Das 
Ergebnis ist in allen drei Fallen gleich: die Chlorhydrate der isolierten 
Glutaminséuren gehéren der |-Reihe an, der Drehwert ist (+-) 31°. 

Wir haben damit gezeigt, daB auch fiir eine Nekrose eines anders- 
artigen, nicht carcinomatésen Gewebes die Vermutung von ('. Dittmar 
nicht zutrifft. Wenn also in einem tierischen Gewebe d-Glutaminsaure 
aufgefunden wird, kann dies nicht infolge eines sekundaren_,,post- 
mortalen‘ Prozesses erfolgen. 
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Versuchsteil. 
Glutaminsdure aus normalen Nieren und Infarktnieren. 
Vier Kaninchen wurde die Nierenarterie unterbunden. Nac} 
5 Tagen wurden die Tiere durch Nackenschlag getétet. Die vier unter. 
bundenen Nieren, an denen durch histologische Untersuchung fest 
gestellt wurde, dal} die erwiinschte Infarzierung erfolgt ist, und dik 
entsprechenden vier Normalnieren wurden getrennt voneinander in 


folgender Weise aufgearbeitet: Die Nieren wurden in fliissigem N 


gehartet, fein zerrieben und ein Teil Brei mit drei Teilen 0,6 °,iger 
NaCl-Lésung 12 Stunden bei 6° extrahiert. Nach Zentrifugieren wurd 
der Riickstand gewaschen und mit Alkohol-Ather getrocknet. Die Lésung 
wurde mit drei Teilen Athanol gefallt, die Fallung gleichfalls nach 
Waschung getrocknet. Fallung und Riickstand wurden daraufhin ver 
einigt. Ausbeuten: Aus den Infarktnieren 12.4 g¢, aus den Norma! 
nieren 13,7 g. 

Die Proteine wurden nach der F. Kégl- und H. Eralebenschen 
Arbeitsweise hydrolysiert und weiterverarbeitet, jedoch ohne die 
Extraktion mit Butanol und Propanol. 

Aus 12,4 g Infarktnierenprotein konnte ein Rohkristallisat erhalten 
werden, das nach einmaligem Umbkristallisieren aus 20° iger HC! 


0,562 g wog. Schmelzp. = 202°. 36 mg in 0,5 ccm H,O gelést drehten 
im dm-Rohr 1,68°.  Spez. Gew. der Lésung 1,023, °,-Gehalt 


an freier Glutaminsiure = 5,3, daraus [x], = 31,0. Aus der Mutter- 
lauge wurden noch weitere 90 mg vom Drehwert 30,2 erhalten: 60 mg 
nochmals umkristallisiert ergaben 51mg vom Drehwert = 31,1. 

Aus 13,7 g Normalnierenprotein wurden 0,600 g einmal umkristalli- 
siertes Chlorhydrat der Glutaminséure erhalten, [x], — 31,0 (+) 
Schmelzp. = 203°. Aus der Mutterlauge wurden 100mg mit einem Dreh- 
wert 30,0 erhalten: nach Umkristallisieren — 30,9. Schmelzp. = 208°. 

36 mg kaufliches, viermal umkristallisiertes Glutaminsiurechlor- 
hydrat drehten in 0,5 cem H, O getést 1,68°. Daraus wie oben [x], = 31,0. 

Wir haben zu unserer eigenen Kontrolle tierisches Fibrin hydroly- 
siert und daraus Glutaminsiurechlorhydrat isoliert. Zweimal 15 ¢ 
wurden hydrolysiert. Dem einen Teil wurden nach der Hydrolyse 
300 mg racemisches Glutaminséurechlorhydrat zugefiigt. Die Dreh- 
werte waren daraufhin 31,2 im einen Fall, 29,7 im anderen, die Schmelz- 
punkte 202 bzw. 199°, d. h. der Ausschlag im Sinne der Racemisierung 
ist deutlich. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse dieses Kontroll- 
versuchs. 





Ausbeute an Chlor- 
Hydrolysat Zugesetzt hydrat nach einmaliger Drehwert Schmelzpunkt 
U mkristallisation 


15g Fibrin 0,570 g 31,2° 204° 
me 4 300 mg Racemat 0,627 g 29,79 200° 
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Glutaminsdure aus einem alkalisch hehandelten Leberbret. 

125 ¢ zerriebene Kaninchenleber wurden mit n NaOH auf 
pu 8,0 gebracht und im Thermostaten bei 46° unter Zusatz von Toluol 
aufbewahrt. Das pu wurde dauernd kontrolliert und durch weiteres 
Zufiigen von NaOH auf dem eingestellten Wert gehalten. Nach acht- 
tagigem Stehen wurde zentrifugiert, die iiberstehende Lésung mit 
drei Teilen Athanol versetzt, die ausfallenden Proteine zentrifugiert, 
vereinigt und mit Alkohol-Ather getrocknet; der Geweberiickstand 
wurde gleichfalls gereinigt und getrocknet. Ausbeuten: Riickstand 

11,6 ¢, Fallung 12,3g¢. Sg von beiden wurden vereinigt, hydroly- 
siert und Glutaminsaurechlorhydrat isoliert. Es wurden erhalten 0,725 g. 
36 mg in 0,5 H,O gelést drehten im dm-Rohr 1,639, daraus wie oben 
[a]p = 30,7°; Schmelzp. = 202°. 600mg nochmals umkrist. = 580 mg; 
[a}p = 31,0°; 500 mg ein drittes Mal umkrist. = 456 mg; [a]p — 31.0°. 














Uber die Wirkung des y-bestrahlten d-Arginins 
auf die Oxydationslage*. 
Von 
F. W. van Heys. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an det 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Mai 1910.) 


Wenn die von Bickel (1) aufgestellte These richtig ist, daB durch 
die resorptionsfihigen Derivate des NahrungseiweiBes eine dauernde 
Steuerung der Vorginge im Zwischenstoffwechsel und besonders det 
Oxydationsprozesse stattfindet und daB die Intensitaét und Richtung 
dieser Steuerung abhangt von der Quantitat und Qualitat des Nahrungs- 
eiweiBes, implicite also von der Menge und dem Mischungsverhiltnis 
dieser genannten Resorptionsprodukte, dann mu sich eine solche 
steuernde Wirkung auch nachweisen lassen fiir einzelne EiweiBderivate 
oder bei in bestimmter Weise zusammengestellter Mischung dieser 
Derivate, sei es, da diese Derivate einer eiweiBfreien Nahrung zu- 
gegeben werden, sei es, daB sie zusitzlich zu einem bestimmten Nahrungs- 
eiwei oder einer bestimmten NahrungseiweiBmischung im Rahmen 
der gemischten Nahrung verabfolgt werden. 

Spielen auch unter diesen resorptionsfaihigen Eiweifderivaten 
neben den Aminosduren Peptide und Polypeptide bei der normalen 
Ernahrung eine Rolle, so kann man doch annehmen, daB die Amino 
siuren die Haupttrager einer solchen steuernden Wirkung im Zwischen- 
stoffwechsel sind. 

In der Tat lieB sich unter Anwendung des oben erwahnten Dar 
reichungsmodus eine Wirkung der Aminoséuren nachweisen, und zwar 
ebensowohl in Abhangigkeit von der Menge, wie auch von dem che- 
mischen Charakter der einze’nen Aminosiuren. Nachdem erst einma! 
von Bickel (1) die geeignete Methode gefunden worden war, die es ge- 
stattete, die genannten regulatorischen Wirkungen der Aminosauren 
im Sinne einer hormon- oder vitaminahnlichen Dauersteuerung des 
Stoffwechsels neben der am Lungengaswechsel erkennbaren voriiber 
gehenden spezifisch dynamischen Wirkung zur Anschauung zu bringen, 
ist es nicht mehr schwer, das aufgeworfene Problem in systematischet 
Weise zu bearbeiten. 
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In seiner Schrift iiber die GBeziehungen der Qualitat des Nahrungs- 
eiweiBes zum Ablauf des Betriebsstoffwechsels hat A. Bickel (1) die bis- 
herigen, hierhergehérigen Untersuchungen mit reinen Aminoséuren oder 
synthetischen Aminosiurengemischen im Zusammenhang dargestellt. Er- 


ginzende Versuche wurden unterdessen mehrfach im hiesigen Laboratorium 
ausgefiihrt und bestatigten das Ergebnis der friiheren. 

Zusammenfassend kann man wohl sagen, dali es heute vollkommen 
sicher ist, daB die Aminoséuren eine Dauerregulation des Betriebsstoff- 
wechsels unterhalten, womit aber nicht gesagt wird, da jeder Aminoséure 
ein solcher regulatorischer Charakter zusteht. Man darf weiter als fest- 
stehend ansehen, dafi Quantitaét und Qualitat der zugefiihrten Amino- 
siuren die Intensitaét und Richtung dieser regulatorischen Wirkung be- 
stimmen und daB®B vielfach das Auftreten der regulatorischen Wirkung, wie 
die Richtung derselben bei einer bestimmten Aminosaure oder einem be- 
stimmten Aminosiéiurengemisch in wesentlicher Weise abhangen kann von 
der Art der das innere Milieu des Kérpers beherrschenden Aminoséuren. 
Es braucht also z. B. fiir das Auftreten iiberhaupt einer Wirkung oder fiir 
die Richtung der Wirkung gar nicht gleichgiiltig zu sein, ob man eine be- 
stimmte Aminosaure zusitzlich zu einer gemischten Nahrung gibt, in der 
entweder das Casein oder die Kartoffel der alleinige Nahrungs-N-Trager in 
N-aiquimolekularer Menge ist. 

Hat die Qualitdt des NahrungseiweiBes einen bestimmenden EinfluB 
auf den Ablauf des Betriebsstoffwechsels, insbesondere auf die Oxy- 
dationslage im Zwischenstoffwechsel, so muB diese Wirkung implicite 
von den Aminosauren des EiweiBmolekiils abhangen, und zwar von der 
Struktur der einzelnen Aminosduren und ihrem gegenseitigen Mengen- 
verhaltnis im EiweiBmolekil. Eine Anderung der Struktur ein- 
zelner Aminosaéuren im Molekiilverband des NahrungseiweiBes muBbte 
folgerichtig auch zu einer geainderten regulatorischen Wirkung eben 
dieses EiweiBes fiihren. Weil das Eiweifmolekiil ja im Verdauungs- 
kanal in seine Bausteine, und zwar vor allem in die Aminosauren zerlegt 
wird, konnte eine solche geainderte Wirkung eines EiweiBes nicht auf 
einer Anderung in der Lagerung der Aminosauren zueinander innerhalb 
des EiweiBmolekiils beruhen, sondern nur auf einer Anderung des Molekiils 
einer oder einzelner Aminosauren. 

Eine Methode, EiweiB zu modifizieren, besteht in der Bestrahlung des 
EiweiBes. Strahlenbedingte Anderungen des EiweiBes sind vielfach be- 
schrieben worden, vor allem allerdings in bezug auf das physikalisch- 
chemische Verhalten des EiweiBes. Sparlicher sind die Mitteilungen iiber 
strahlenbedingte Anderungen einzelner Aminosaéuren. Das bekannteste 
Beispiel ist die Uberfiihrung des Histidins in Histamin [Fllinger (2)], also 
die Uberfiihrung einer pharmakologisch ziemlich indifferenten Amimosaure 
in einen hochwirksamen Kérper. Auch Zerstérungen einzelner Aminosauren 
durch die Bestrahlung des EiweiBmolekiils innerhalb des Molekiils sind be- 
kannt geworden. Wenn wir erfahren, daf8 durch Bestrahlung Histidin in 
Histamin umgewandelt werden kann, oder da® das fiir den Baustoffwechsel 
wichtige Tyrosin und Tryptophan zerstért werden [Lieben (3)], dann glauben 
wir auch ohne weiteres an eine durch die Bestrahlung hervorgerufene ge- 
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dinderte physiologische Wirkung der bestrahlten Aminosiéuren oder des by 
strahiten EiweiBbes. An sich aber bedeutet der Nachweis einer strahlen 
bedingten Veranderung einer Aminosaéure noch ganz und gar nicht die 
Anderung der biologischen Wirkung; diese mu selbstverstandlich imme: 
nachgewiesen werden, wenn wir an sie glauben sollen. Insbesondere braucht 


auch mit einer strahlenbedingten geanderten biologischen Wirkung in eine) 

tichtung nicht auch ohne weiteres eine solche in einer bestimmten andere» 
Richtung einherzugehen. Wenn wir also sehen, da8 Histidin in Histamin 
ibergefiihrt wird und nunmehr die verschiedensten Wirkungen am vege 
tativen Nervensystem erzeugbar sind, dann braucht mit dieser Histamin 
bildung, um ein Beispiel anzufiihren, noch keineswegs eine Anderung de1 
Oxydationslage im Zwischenstoffwechsel ausgelést zu werden. Auch diese 
Uberlegung laBt es notwendig erscheinen, den experimentellen Beweis fii 
die Annahme zu fiihren, daB eine strahlenbedingte Anderung des Eiweifes 
bzw. die strahlenbedingte Anderung einer Aminosiéure eine Anderung in det 
oben geschilderten Dauersteuetung des Zwischenstoffwechsels bedingt. 


In einem ersten tastenden Versuch ist durch Bestrahlung des 
Cystins von Bickel und Schaake (4) gezeigt worden, da ceteris paribus 
die Gabe bestrahlten Cystins im Vergleich zu der Gabe einer gleichen 
Menge unbestrahlten Cystins eine leicht geinderte Wirkung auf die 
Oxydationslage ausiibt. Bei diesem Versuch war das Cystin als trockenes, 
kristallinisches Pulver mit den y-Strahlen des Mesothoriums behandelt 
worden. Der Ausfall dieses Versuchs ermunterte jedenfalls, in dieser 
Richtung weiter zu arbeiten und in der Strahlenbehandlung unter- 
schiedlicher Aminosduren zunachst einmal ein gréBeres Beobachtungs- 
material zu sammeln. 


Diese Untersuchungen waren aber noch aus einem anderen Grunde 
wiinschenswert. Wenn man Eiweifs bestrahlte und feststellte, dal 
das bestrahlte EiweiB als NahrungseiweiB sich anders auf die Oxy- 
dationslage auswirkte als ceteris paribus das unbestrahlte Eiweil, 
konnte man immer noch den Einwand machen, daB die beobachtete 
Wirkung nicht an dem Eiweif selbst hafte, sondern an irgendwelchen 
Begleitstoffen des EiweiBes, die durch das Bestrahlen ,,aktiviert* 
worden waren. Man konnte hier vergleichsweise die strahlenbedingte 
Umwandlung des Ergosterins in das Vitamin D heranziehen. Gerade 
im Hinblick auf diesen Vergleich konnte man auch annehmen, dab 
Spuren einer Verunreinigung des EiweiBes schon geniigten, um nach 
Aktivierung dieser Verunreinigungen die Auslésung groBer biologischer 
Effekte zu erméglichen. Wenn man aber bei unterschiedlichen, chemisch 
reinen kristallisierten Aminosdiuren durch die Bestrahlung derartige 
biologische Effekte zu erzielen imstande war, dann konnte von einer 
Aktivierung von Verunreinigungen kaum mehr die Rede sein, dann 
war es auch so gut wie sicher, daB die entsprechenden Effekte beim 
bestrahlten Eiwei8 auf eine Veranderung des Eiweifimolekiils selbst 
zuriickzufiihren seien. 
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Meine vorliegende Untersuchung gehért nun dem oben skizzierten 
Arbeitsgebiet an, das sich mit der Frage befaBbt, wie weit durch Be- 
strahlung einzelner, chemisch reiner Aminosauren die stoffwechsel- 
regulatorische Dauerwirkung der Aminosduren modifiziert werden kann. 
Meine Aufgabe war es, in dieser Richtung das Arginin zu_unter- 
suchen. 


Aus dem hiesigen Laboratorium liegen bereits zwei Arbeiten iiber die 
Dauerregulation des Betriebsstoffwechsels bei oraler Arginingabe vor. In 
der ersten Arbeit von Brewer (5) wurde der Einflu’’ des Arginins auf die 
Oxydationslage untersucht, wenn man das Arginin als Nahrungs-N-Trager 
in einer gemischten eiweiBfreien, aber sonst vollstandigen Nahrung gibt. 
Breuer hat in einem Versuch an zehn weiBen Ratten gefunden, das eine 
Senkung des Kohlenstoffquotienten C:N unter der Argininwirkung auf- 
trat, wahrend sich der Quotient Vakat-O:N nicht in merklicher Weise 
ainderte. Obschon die Versuchsanordnung bei der Breuerschen Arbeit anders 
war als bei meiner eigenen Untersuchung, habe ich sie doch der Vollstandig- 
keit halber hier erwahnt. Meine vorliegende Arbeit baut sich vielmehr auf 
der Untersuchung von Waas (6) auf, der das d-Arginin zusatzlich zu einer 
gemischten Nahrung gab, in der entweder das Casein oder die Kartoffel in 
N-aquimolekularen Mengen der Nahrungs-N-Trager war. Waas fand, daB 
bei einer bestimmten Dosierung des Arginins die zusiatzliche Gabe des Ar- 
ginins zu der Caseinnahrung die Harnquotienten C:N und Vakat-O:N 
vollig unbeeinfluBt lie’, waihrend bei der gleichen Dosierung der Arginin- 
zugabe zur Kartoffelnahrung eine erlebliche Steigerung beider Harn- 
quotienten ausgelést wurde. Diese Versuche wurden an drei Gruppen von 
je zehn Ratten durchgefiihrt. Der N-Gehalt der Nahrungsgemische war 
immer derselbe und die Nahrungszusammensetzung im tibrigen so ahnlich 
gemacht, wie es méglich ist, wenn in der einen Diat das Casein und in der 
anderen die Kartoffel der Nahrungs-N-Trager sein soll. Die geschilderte 
Wirkung trat auf bei einer Dosierung von 0,066 g d-Arginin, sie war nicht 
vorhanden bei einer Dosierung von 0,022 g d-Arginin pro Tag und Tier. 
Nach dem Ergebnis der Waasschen Arbeit schien es also erfolgversprechend, 
wenn man die Wirkung des bestrahlten und unbestrahlten d-Arginins derart 
untersuchte, da man pro Tag und Tier 0,07 g d-Arginin zusatzlich zu der 
von Waas angegebenen Kartoffeldiat verabfolgte, und zwar entweder das 
bestrahlte oder das unbestrahlte Arginin. An zwei Gruppen von je fiinf 
Ratten habe ich in zwei Versuchen, und zwar an jeder Tiergruppe in zwei 
Perioden von je sieben Tagen, abwechselnd das unbestrahlte d-Arginin 
(,,.Normalarginin*') und das bestrahlte d-Arginin gegeben. In einem weiteren 
Versuch an zwei Gruppen von 4 bzw. 3 Tieren wurde die gleiche Kartoffel- 
diait verabreicht, und es bekam die Gruppe von 4 Tieren zusatzlich 0,07 g 
unbestrahites Arginin pro Tier und Tag, die Gruppe von 3 Tieren die 
gleiche Menge des bestrahlten Arginins. Jede Periode der ersten beiden 
VersuchKe dauerte je sieben Tage. Der letztgenannte Versuch dauerte eine 
Woche. 

In de: folgenden Tabelle I bringe ich zunachst die Periodenmittelwerte 
der Versuche von Waas, in der darunter angefiigten Tabelle Il die Perioden- 
mittelwerte meiner drei Versuche, wobei die Quotientenzahlen immer die 
Mittelwerte einer siebentatigen Versuchsperiode mit 5 Analysentagen 
(3. bis 7. Periodentag) sind. 
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Tabelle I. 





1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 


"ap Vakat-O|| . . . |Vakat-O' .. Vakat-0 
C:N -N C:N -N C:N -N 





1. Periode: 
PAMUBINOIGUNE 0 5 oc v.ccs a voiee pecs -.. 11,46) 3,14 11,88; 3,18 11,85) 3,14 
2. Periode: 
Kartoffeldiat und Normalarginin ... | 2,23) 3,63 | 2,27 3,95 | 2,27 4,26 
Tabelle IT. 
1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 


+. w  Vakat-O}| ,.../Vakat-O | .. . x | Vakat-O 
C:N -N C:N -N C:N N 


1. Periode: 


Kartoffeldiat und Normalarginin.. 2,27 3,75 2,24 3,80 2,20 3,66 


Y 


2. Periode: 


Kartoffeldiat und bestrahltes Arginin 2,65 4,18 2,59 4,19 2.66 4,44 


Fiir meinen dritten Versuch bedeutet 1. Periode 1. Tiergruppe, 
2. Periode 2. Tiergruppe, da bei meinem dritten Versuch im Gegensatz 
zu allen anderen Versuchen nicht an derselben Tiergruppe der Wechsel 
hinsichtlich der Arginingabe nimlich als Zusatz zur Kartoffeldiat einmal 
das unbestrahlte Arginin, zum anderen Male das bestrahlte Arginin — vor- 


genommen wurde. 

Die Mittelgewichte der Versuchstiere in den verschiedenen Versuchen 
von Waas lagen zwischen 190 und 220g, die Mittelgewichte meiner Ver- 
suchstiere zwischen 154 und 195g. 

Die Versuche von Waas wurden im Jahre 1937 durchgefiihrt, meine 
eigenen Versuche im Herbst 1939. In allen Fallen hatte die Kartoffeldiat 
die gleiche Zusammensetzung, die im einzelnen aus der Beschreibung im 
experimentellen Teil zu ersehen ist. Wenn man die Quotientenzahlen in den 
Versuchen von Waas fii die Perioden mit der Zugabe des Normalarginins 
mit den Quotientenwerten vergleicht, die sich in meinen Versuchen bei 
Zugabe des Normalarginins fanden, dann ist man erstaunt iiber die weit- 
gehende Ubereinstimmung der Werte. Ich habe die Mittelwerte fiir jeden 
Harnquotienten bestimmt und stelle sie in der folgenden Tabelle ITI unter- 
einander. 


Tabelle I. 





C:N Vakat-O :N 
Versuche von Waas: & 
Kartoffeldiat und Normalarginin ... 2,26 3,94 
Eigene Versuche: 
Kartoffeldiat und Normalarginin ... 2,23 3,73 
Als ich nun bei meinen Versuchen das Normalarginin durch das 
bestrahlte Arginin ersetzte, erhielt ich die in Tabelle II verzeichneten 
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Mittelwerte der Harnquotienten fiir jeden Versuch, aus denen sich der 
Mittelwert fiir meine drei einzelnen Versuche mit dem_ bestrahlten 
Arginin errechnen lieB. Ich fiihre ihn in Tabelle IV an. 


Tabelle IV. 





C:N Vakat-O:N 
Mittelwerte der zweiten Perioden meiner drei Versuche 2,63 4,27 


Zu dieser Tabelle LV ist noch zu bemerken, daB auch in jedem ein- 
zelnen Versuch mit der zusatzlichen Gabe des bestrahlten Arginins beide 
Harnquotienten wesentlich héher lagen als in samtlichen Versuchen von 
Waas bei der zusitzlichen Gabe des unbestrahlten Arginins. Die Er- 
héhung der Harnquotienten bei der Verfiitterung des bestrahlten Ar- 
ginins gegeniiber den Werten der Harnquotienten meiner einzelnen 
Versuche bei Verfiitterung des Normalarginins ist aus den Tabellen des 
experimentellen Teils zu entnehmen. 

Durch die Bestrahlung des Arginins mit den y-Strahlen des Meso- 
thoriums hat sich also ganz zweifellos etwas in dem Argininmolekiil 
verandert, wodurch die Wirkung des Normalarginins in der hier be- 
schriebenen Richtung verstarkt worden ist. Es kann sich also unméglich 
um eine Zerstérung des Arginins, aber auch nicht um eine Zerst6érung 
eines Teils des Arginins gehandelt haben, weil dann die Argininwirkung 
abgeschwacht oder tiberhaupt nicht zustande gekommen ware, da ja die 
Arbeit von Waas gezeigt hat, daB sich bei einer Dosierung von 0,002 g 
Arginin pro Tag und Tier tiberhaupt keine Sonderwirkung des Argi- 
nins zeigt. Mit der Abnahme der Dosis also hatte die Arginin- 
wirkung abklingen miissen. Darum kann die Bestrahlung nicht zu einer 
volilstandigen oder teilweisen-Zerst6rung oder Unwirksammachung des 
Arginins gefiihrt haben. Es bleibt fast nur die Erklarungsméglichkeit 
iibrig, daB durch die Bestrahlung im Argininmolekiil Umlagerungen ent- 
standen sind, und es bleibt dabei die Frage offen, ob durch diese Um- 
lagerungen lediglich ein biologisch aktiveres Argininmolekiil entstanden 
ist, oder ob mit oder ohne Spaltungen aus dem Arginin tiberhaupt ein 
neuer Korper hervorgegangen ist. 

Jedenfalls zeigt mein Versuch, daf unter den iibrigen, vollstandig 
gleichen Versuchsbedingungen die voraufgegangene Bestrahlung des 
Argininmolekiils mit den ;»-Strahlen des Mesothoriums eine tiefgreifende 
Anderung in der ernahrungsphysiologischen Wirkung dieser Substanz 
zur Folge hat. Wir sehen also, daB die Anderung einer einzelnen Amino- 
siure bereits zu einer durchgreifenden Veranderung des ablaufenden 
Stoffwechsels fiihren kann, und es sind meine Versuche zugleich auch ein 
neuer Beweis fiir die Richtigkeit der These, da den Aminosauren ein 


| 
| 
| 
/ 


linia 











428 KF. W.van Heys: 
dauernder regulatorischer EinfluB auf den Stoffumsatz zusteht und daj 
die Art dieses Einflusses in wesentlicher Weise von der Beschaffenheit 
der Aminosauren abhangt. lm Caseinmolekiil nimmt das Arginin nach 
dem Leucin und der Glutaminsiure und dem Lysin an der Seite des 
Tyrosins eine Hauptstellung ein. Wenn nun, wie aus den in der Schrift 
von Bickel (1) mitgeteilten Versuchen iiber die y-Bestrahlung des nativen 
Caseins hervorgeht, das Casein so verandert wird, da} es ceteris paribus 
im Vergleich zu Normalcasein eine starke Senkung der Harnquotienten 
auslést, ich aber bei der »-Bestrahlung des Arginins, das, wie wir eben 
hérten, einen Haupt bestandteil des Caseinmolekiils darstellt, gerade den 
umgekehrten Effekt, nimlich die Harnquotientenerhéhung beobachten 
konnte, dann kann der endliche Bestrahlungseffekt des gesamten Eiweib- 
molekiils auch kaum abhangen von der strahlenbedingten Anderung 
einer einzelnen Aminosaure in ihm. 

Abgesehen von dem theoretischen Interesse geht meine vorliegende 
Untersuchung auch insofern den Praktiker an, als sie engste Beziehungen 
zur Strahlentherapie hat. Denn wir werden annehmen diirfen, dal} 
Ahnliches bei der Bestrahlung des lebenden Korpers sich vollzieht, was 
bei meinen Versuchen vorging. Sie geben uns jedenfalls zumindest einen 
weiteren Anhaltspunkt fiir das Verstaéndnis strahlentherapeutischer 
Wirkungen. 


Experimenteller Teil. 


Die ersten beiden Versuche wurden an je 5 mannlichen weiBen Ratten 
durchgefiihrt, die ein durchschnittliches Kérpergewicht von 141 bis 156 g 
hatten; im 24stiindigen Sammelharn der Tiere wurden taglich der Stickstoff 
nach der Halbmikromethode von Kjeldahl, Kohlenstoff nach der Mikro- 
methode von Nicloux-Osuka (7), Vakat-Sauerstoff nach der Mikromethode 
von Miiller-Kanitz (8) bestimmt. 

Die beiden Versuche zerfielen in 2 Perioden von je 7tagiger Dauer. 
An dep letzten 5 Tagen einer jeden Periode wurden die Harnanalysen durch- 
gefiihrt. Die fiir die einzelnen Perioden zustandigen Nahrungsgemische 
ergeben sich aus den Futtertabellen. Die taglich zugemessene Futter- 
ration wurde quantitativ von den Tieren verzehrt. Die Zubereitung der 
Nahrung erfolgte derart, daB alle Nahrungsbestandteile, bis auf die Vitamin- 
triger, Lebertran und Tetravitol, zu einem Brei gekocht wurden, und da 
nach Abkiihlen des Breies die Vitamintrager untergemischt wurden. Die 
taglich zugelegte Menge bestrahlten oder unbestrahiten Arginins wurde in 
einem kleinen Quantum Wasser aufgenommen und dem erkalteten Futter 
untergemischt. 

Die Grundlage der taglichen Futtermenge hatte die gleiche Zusammen- 
setzung in beiden Versuchsperioden. In der ersten Periode des Versuchs 
wurde dieser Futterration das unbestrahlte d-Arginin hinzugefiigt, und zwar 
0,07 g pro Tier und Tag; in der zweiten Periode wurde das bestrahlte d-Ar- 
ginin in gleicher Menge pro Tag und Tier in der vorher beschriebenen Art 
der taglichen Nahrungsmenge untergemischt. Die Bestrahlung des d-Ar- 
ginins wurde dankenswerterweise im radiologischen Laboratorium der 
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Auergesellschaft in Berlin von Herrn Dr. Max Wolf vorgenommen. Die 
Bestrahlung wurde so ausgefiihrt, daB in das in einem Glaskélbchen be- 
findliche d-Arginin das in eine Glaskapillare eingeschmolzene Mesothorium 
mitten hineingelegt wurde. 

Der 3. Versuch wurde an 7 mannlichen weiBen Ratten durchgefiihrt, 
die in, zwei Gruppen von je 4 und 3 Ratten in zwei Kafigen untergebracht 
waren. Die 4 Tiere im ersten Kafig bekamen die genannte Futterration und 
das unbestrahlte d-Arginin, die 3 Tiere im zweiten Kafig hingegen das be- 
strahlte d-Arginin zur taglichen meinem 
3. Versuch ist also Periode I mit Kafig 1, Periode Il mit Kafig 2 gleichzu- 
Die Durchschnittsgewichte der Ratten lagen bei dem 3. Versuch 


Futtermenge beigemischt. In 


setzen. 
mit 176 bis 195g hoher als bei den ersten be:den Versuchen. 


Tagliche Futtermenge fiir 5 Tiere. 
Bei anderer Tierzahl waren die Mengen entsprechend anders.) 
| 
0.0099 g N, 


Es enthielt 1g Trockenkartoffel 


Periode I: 





5 Tiere 5 Tiere 
Trockenkartoffel ..... 60.5 ¢ Salzgemisch ......... 10 ¢ 
NR aa oo 50g d-Arginin, unbestrahlt 0,35 2 
CONGO os) co siee ne 4,0 com 5 RR rn eee 350 com 
TOUAVEOOL 8. on ete 1.0 ecm 


Periode Il: Wie Periode I, nur Gabe von bestrahltem d-Arginim an Stelle 
des unbestrahlten. 

Bei dem 3. Versuch wurde das bestrahlte und unbestrahlte d-Arginin 
entsprechend den Kafigen | und 2 verteilt, da, wie schon vorher erwahnt, 
Periode | Kafig 1, Periode I] Katig 2 bedeutet. 


Analysentabelle. 5 Ratten, Versuch LI. 





Ana- koérper- Harn- Harn- 
lysentag  gewicht menge Harn-( Vakat-O Harn-N C:N irs ed bigots 
Nr. g ecm mg mg mg py : 
Periode I: Kartoffelflocken und unbestrahlites Arginin, 

1 158 65 336 542 147 2,29 3,70 1,61 
2 157 65 322 544 142 2,27 3,83 1,69 
3 157 85 324 558 145 3.84 1,72 
4 155 60 284 471 124 3,79 1.65 
5 155 50 306 491 138 3,56 1,60 





Periodendurchschnitts- 
WR ere er ee a, 315 521 139 2,27 3.75 1.66 


Periode II: Kartoffelflocken und bestrahlites Arginin. 


6 153 50 317 511 141 2,25 3.63 1,61 
7 153 55 336 515 129 2,62 4,00 1,53 
8 153 5D 280 441 99 2,84 4,48 1,58 
9 150 55 334 518 116 2,89 4,48 1,55 
10 152 40 218 356 77 2,84 4,64 1,63 


Periodendurchschnitts- 
OCU So ee rica: 297 468 112 2.65 4,18 1,58 
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Analysentabelle. 5 Ratten, Versuch II. 





Ana- Kdrper- Harn- , Harn- : : .» 
lysentag  gewicht menge Harn-( Vakat-O Harn-N C:N — Vakat-0 


Nr g ecm mg mg mg 


Periode 1: Kartoffelflocken und unbestrahltes Arginin. 


l 144 70 357 602 156 2,29 3,86 1,69 
2 142 100 488 824 210 2,32 3,92 1,69 
3 141 70 344 589 162 2,13 3,64 1,71 
4 138 7D 356 618 161 2,22 3,85 1,74 
5 141 70 384 632 169 2,14 3,75 1,75 
Periodendurchschnitts- 
WENO os cee he ks 386 653 172 2,24 3,80 1,72 
Periode IL: Kartoffelflocken und bestrahites Arginin. 
6 141 50 246 425 116 9.19 3,68 1,73 
7 142 55 279 474 107 2,60 4,43 1,70 
8 142 65 | 264 404 92 2,86 4,70 1,64 
9 141 dd 278 423 99 2,80 4,26 1,52 
10 142 15 99 159 36 2,78 4,46 1,61 


Periodendurchschnitts- 


WORE anise 233 377 90 2,59 4.19 1,62 


Analysentabelle. 7 Ratten (2 Kafige), Versuch III, 





Ana- Korper- Harn- Y Harn- : , _e 
lysentag! gewicht menge Harn-( Vakat-O Harn-N C:N V — bie toe 
Nr. g com mg mg mg ae } 


Periode 1: Kartoffelflocken und unbestrahltes Arginin (Kafig I), 4 Tiere. 


l 195 80 483 742 196 2,46 3,79 1,54 
2 194 110 529 880 262 2,02 3,36 1,66 
3 195 130 513 834 234 2,20 3,79 1,72 
4 195 120 442 784 203 2,17 3,86 1,77 
5 195 60 378 608 168 2,26 3,62 1,60 
Periodendurchschnitts- 
I a ie a 469 780 213 2,20 3,66 1,75 
Periode II: Kartoffelflocken und bestrahltes Arginin (Kafig IT), 3 Tiere 
] 177 80 565 856 225 2,51 3,80 1,51 
2 177 110 592 1056 233 2,55 4,54 1,78 
3 175 100 559 972 210 2.66 4,41 1.66 
{ 176 NG: 1 BS? 1006 209 2,80 4,81 1,71 
5 176 50 450 753 160 2,82 4,72 1,67 
Periodendurchschnitts - 
a a ages aaelape a 551 920 207 2,66 4,44 1,67 
Literatur. 


1) A. Bickel, Uber die Beziehungen der Qualitat des NahrungseiweiBe- 
zum Ablaut des Betriebsstoffwechsels. Basel, Verlag B. Schwaabe u. Cie., 1938. 
2) Ellinger, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 136, 129, 1928. — 3) Lieben, diese 
Zeitschr. 187, 307, 1927. 4) A. Bickelu. W. Schaake, Deutsch. med. Wochen 
sehr. Nr. 12, S. 468, 1937. 4) Breuer, Uber den Einflu8 einer Argininzulage 
bei eiweiBfreier Ernahrung auf Kérpergewicht usw. (Dissertation der Med. 
Fakultat Berlin 1936.) 6) Waas, Zur Kenntnis der Stoffwechselwirkung 
des Arginins. (Dissertation der Med. Fakultaét Berlin 1938.) 7) Osuka, 
diese Zeitschr. 244, 284, 1932. 8) Kanitz, diese Zeitschr. 249, 234, 1932: 
257, 361, 1933. 








Bali: 
ee 
i 

st 

e 
Bane 
Baye 


Borg 
Borg 
V 
h 
Brar 
p 
a 
Dyel 
V 


Gohr. 
el 
B 
Griin 
Ss 
. Ss. 
Haas 
el 


re 





————— 


‘akat-O 
:C 


1,73 
1,70 
1,64 
1,52 


1,61 
1,62 


akat-O 
‘2 


Tiere. 
1,54 
1,66 
ite 
1,77 
1,60 


1,75 
Tiere 
1,51 
1,78 
1,66 
oP 
1,67 


1,67 


veiBes 
1938. 
diese 
chen 
culage 
Med. 
rkung 
lsuka, 
1932: 





Autorenverzeichnis. 


Balint. Marianne s. Péter Balint. 


- Péter, und Marianne Balint. 
Uber die chemische Zusammen- 
setzung der menschlichen Blut- 


eiweiBkérper. I, Mitteilung. 8.310. 
Banerjee, Basudev s. Wilhelm Franke. 
Bayerle, H. Uber die Verdaulichkeit 

von Tumorgewebe durch normale 

Enzyme. II. Mitteilung: Das Ver- 

halten von Tumorproteinen gegen 

Pepsin und Trypsin. 8. 227. 

und G. Borger. Zur Frage der 

optischen Drehung von Glutamin- 

saure aus 

S. 418. 
Blix, Gunnar. 


nekrotischem Gewebe. 

Uber das Vorkommen 
von Triglyceriden im Blutplasma. 
S. 145. 

Zur Chemie der Blutserumphos- 
phatide. S. 129. 

Borger, G. s. H. Bayerle. 

Borghi, Bruno, und Corrado Tarantino. 
Wirkungsmechanismus der Haut- 
histidase. S. 101. 

Brante, Gunnar. Cholin- und Colamin- 
phosphatide des Blutserums bei 
alimentirer Lipimie. 8. 136. 

Dyckerhoff, H. Bemerkungen zu E. 
Wohlischs Mitteilung ,,Zur Theorie 
der Trombokinasewirkung™. 8.181. 

Franke, Wilhelm, und Basudev Baner- 
jee. Untersuchungen 
Isolierung 


iiber die 


von Desmolasen aus 
Mikroorganismen. I. Mitteilung: 
Zur Isolierung von Bakterien- 


dehydrasen nach dem Frier- und 
Autolyseverfahren. 8. 57. 

Gohr, H., und B. Thiekétter. Uber 
eine quantitative Bestimmung von 
Bromaceton. 8S. 374. 

Griining, Uber Fibrinolyse. 
S. 193. ; 
s. Edgar Wohlisch. 

Haas, Richard. Uber die 
eigenschaften von 
raten. S. 280. 


Werner. 


Antigen- 
Papainprapa- 


Hartelius, Uber die Verarbei- 
tung Kohlensaure 
Propionibacterium 
S. 396. 

Hecht, Gerhard. Uber die 
von Methimoglobin mit 
S. 290. 

Hennig, K., und F.. Villforth. Experi- 
mentelle Untersuchungen zur Frage 
der Bacteriensymbiose in héheren 
Pflanzen und threr Beeinflussung 
dureh ,,Leitelemente‘’. S. 299. 

Heys, F. W. Uber die Wirkung 

y-bestrahlten d-Arginins auf 
die Oxydationslage. 8S. 422. 

Jendrassik, L., und A. Polgar. Bei- 
trage zur Photometrie von Stick- 
stoff, EiweiB und Eiwei®frak- 
tionen. 8S. 237. 

Jung, Fritz. Hamoglobin und Oxyda- 
tionsprodukte des Anilins. (Nitro- 
sobenzolhamoglobin.) S. 248. 

Kiese, Manfred. Wirkungen 
Kohlendioxyds. 8. 22. 

Knoevenagel, Claudia. Uber Muskel- 
phosphatase. 8. 337. 

Kohlemann, E. s. A. Scheunert. 

Komor, J. Uber die Ausnutzung des 
Sonnenlichtes beim Wachstum der 
griinen Pflanzen. S. 381. 

Kraut, Heinrich, und Anne Weischer. 
Ascorbinsaure 
S. 94. 


Vagn. 
von dureh 


pentosaceum. 


Reaktion 
Cyanat. 


van, 


des 


des 


und Leberesterase. 


Krossing, Gerhard. Versuche zur 
Lokalisation einiger Fermente in 
den verschiedenen Zellbestand- 
teilen der Spinatblatter. 8S. 359. 

Labes, R., und L. Ther. Uber Addi- 
tionsreaktionen von aromatischen 
Aminen an Phenolderivate. 5S. 261. 

Lipp, M. s. G. Matthiessen. 

, P. s. G. Matthiessen. 

Matthiessen, G., M. und P. Lipp und 
W. Vorwerk. 
von fliichtigen Carbonylverbin- 
dungen aus Harn des Normalen. 
S. 162. 


Uber die Isolierung 








Autorenverzeichnis. 


Modern, und 
Ruff. Reinigung von 
diphtherieserum durch 
Proteolyse. S. 405. 


Polgar, A. s. L. 
Paul s. 
Reschke, J. s. 
Ruff, Guillermo s. 


Scharsach, F. Ss. S. 


Guillermo 
Anti- 
peptische 


Fe rnando, 


Jendrassik, 

Alfons Schober. 

A. Scheunert. 

Fernando Modern. 

Thaddea. 

Scheunert, A. Vorlautfige Stellung 
nahme zur vorstehenden Abhand- 
lung von W. Schuphan. §. 332. 
J. Reschke und FE, Kohlemann. 
Uber den Vitamin C-Gehalt der 
Kartoffeln. IV. Mitteilung: Uber 

Einfluss Diin- 

gung. 8S. 1. 


Rambacher, 


den verschiedener 
Uber den Vitamin C-Gehalt 
Kartoffeln. V. Mitteilung: 
Durchschnittsgehalt der deutschen 
Kartoffeln an Vitamin C 
Herbst bis zum Juni. 5S. 4. 
Schmidt, H.-C. 
die 


der 
vom 


Untersuchungen iiber 
Kisen - Phenanthrolin-Verbin- 

(Ein Beitrag zur Methodik 
der Serumeisenbestimmung.)S. 104. 


Schéberl, Alfons, und Paul Rambacher. 
Uber 


dung. 


die Reinigung des Lab- 


fermentes durch chromatographi- 


sche Adsorption. 8. 


Schultze, Hermann E. 
teoly se 


223. 


Uber die Pro- 
Immunseren durch 
Pepsin bei schwach saurer Reak- 
tion. 


von 


Beitrage zur enzymatischen 
EKiweiBanalyse. S. 196, 


Schuphan, Werner. Uber den Einflug 
Standort und Diingung auf 
den Provitamin A-Gehalt der Ce. 
miise. Eine Stellungnahme. 8.323. 
Seuberling, Otto. 
Mikro-Extraktions- 


von 


Beschreibung eines 
und Ver. 
S. 89. 


Kazuo Yamafuji. 


aschungsapparates, 
So, K yoshin s. 
Tarantino, Corrado s. Bruno Borghi, 
Thaddea, S.. und F. Scharsach. Chey 
EimnfluB der  Sechilddriisen. 
funktion auf Wachstum, 
dauer und 


den 

Lebens. 

Gesamtkohlenhydrat- 
stoffwechsel bei experimentellem 
Skorbut. S. 109. 

Ther, L. s. R. Labes. 

Thickétter, B. s. H. Gohr. 

Trappe, Wolfgang. Die Trennung von 
hiologischen Fettstoffen aus ihren 
natiirlichen Gemischen dureh An- 
wendung von Adsorptionssiulen 
I. Mitteilung: Die eluotrope Reihe 
der Lésungsmittel. S. 150. 

Villforth, Fos. K. Hennig. 

Vorwerk, W. s. G. Matthiessen. 

Weischer, Anne s. Heinrich Kraut. 

Wohlisch, Edgar, und Werner Griining. 
Uber die Antithombinwirkung der 
Serumproteine und ihre Beziehung 
zur Metathrombinbildung. 8. 183. 

Wolf, Johannes. Orientierende Ver- 
suche die Verteilung des 
Vitamins C in der Kartoffelknolle. 
S. 294. 

Yamafuji, Kazuo, und Kyoshin So. 
Die Zinks | fiir 
Wasserzersetzung und Oxydations- 

354. 


iiber 
Bedeutung des 


vorgange im Organismus. SS. 








orghi 

Uber 
‘lisen- 
bens 


drat- 


ell mn 


it, 
ning, 
yg der 
*hung 
. 183. 
Ver- 
des 


nolle. 


vr So. 
fiir 
tions- 
354. 














